乳製品に応用される乳酸菌Lactobacillus helveticus SBT2171及びLactobacillus gasseri SBT2055の免疫調節機能に関する研究 by 細谷,知広
  
明治大学大学院農学研究科  
2014 年度 
博士学位請求論文  
 
 
 
乳製品に応用される乳酸菌 Lactobacillus helveticus SBT2171 及び 
Lactobacillus gasseri SBT2055 の免疫調節機能に関する研究  
 
A study on immunomodulatory effects of lactic acid bacteria used for dairy products:  
Lactobacillus helveticus SBT2171 and Lactobacillus gasseri SBT2055 
 
 
 
 
 
 
 
学位請求者 生命科学専攻  
細谷 知広 
 
 
本博士学位請求論文は、下記の原著論文をもとに作成された。  
 
1. Hosoya T, Ogawa A, Sakai F, Kadooka Y (2012) A cheese-containing diet 
modulates immune responses and alleviates dextran sodium sulfate-induced colitis in 
mice. J Dairy Sci 95: 2810-2818. doi: 10.3168/jds.2011-4763. 
 
2. Hosoya T, Sakai F, Yamashita M, Shiozaki T, Endo T, et al. (2014) Lactobacillus 
helveticus SBT2171 inhibits lymphocyte proliferation by regulation of the JNK signaling 
pathway. PLoS One 9: e108360. doi: 10.1371/journal.pone.0108360. 
 
3. Sakai F, Hosoya T, Ono-Ohmachi A, Ukibe K, Ogawa A, et al. (2014) 
Lactobacillus gasseri SBT2055 induces TGF-β expression in dendritic cells and activates 
TLR2 signal to produce IgA in the small intestine.  PLoS One 9: e105370. doi: 
10.1371/journal.pone.0105370. 
 
 
  
i 
 
目次 
 
緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  1 
 
第１章 Lactobacillus helveticus SBT2171 を使用して製造したチーズの免疫調節機  
能及び大腸炎緩和作用  
１－１．序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 9 
１－２．実験材料及び方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・10 
１－２－１．マウス  
１－２－２．試薬及び抗体  
１－２－３．飼料  
１－２－４．動物実験  
１－２－５．細胞分離  
１－２－６．細胞培養  
１－２－７．FCM 解析  
１－２－８．サイトカイン測定  
１－２－９．統計解析  
１－３．結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・15 
１－３－１．チーズが健常マウスの免疫系に与える影響  
１－３－２．チーズによる DSS 誘発大腸炎の緩和作用  
１－３－３．チーズが DSS 誘発大腸炎マウスの免疫系に与える影響  
１－４．考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・17 
１－５．図表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・22 
  
ii 
 
第２章 Lactobacillus helveticus SBT2171 によるリンパ球の増殖抑制作用及びその 
制御機構 
２－１．序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・28 
２－２．実験材料及び方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・29 
２－２－１．乳酸菌  
２－２－２．マウス  
２－２－３．試薬及び抗体  
２－２－４．細胞分離  
２－２－５．細胞培養  
２－２－６．細胞増殖試験  
２－２－７．細胞周期の解析  
２－２－８．ウェスタンブロッティング 
２－２－９．動物実験  
２－２－１０．統計解析  
２－３．結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・35 
２－３－１．LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用  
２－３－２．LH2171 は BJAB 細胞の細胞周期の進行を抑制する  
２－３－３．LH2171 は BJAB 細胞の JNK シグナルを抑制して CDC2 の発現を 
抑制する  
２－３－４．LH2171 によるコラーゲン誘発関節炎の緩和作用  
２－４．考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・38 
２－５．図表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・41 
  
iii 
 
第３章 Lactobacillus gasseri SBT2055 による IgA 抗体産生誘導作用及びその制御 
機構 
３－１．序論・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・49 
３－２．実験材料及び方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・50 
３－２－１．乳酸菌  
３－２－２．マウス  
３－２－３．試薬及び抗体  
３－２－４．動物実験  
３－２－５．細胞分離  
３－２－６．FCM 解析  
３－２－７．パイエル板細胞からの CD11c+細胞の除去及び脾細胞からの B 細胞 
の分離  
３－２－８．骨髄由来樹状細胞（BMDC）の調製 
３－２－９．細胞培養  
３－２－１０．RNA 抽出とリアルタイム PCR 
３－２－１１．抗体及びサイトカインの測定  
３－２－１２．統計解析  
３－３．結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・58 
３－３－１．LG2055 は小腸において IgA 抗体産生を誘導する  
３－３－２．LG2055 による IgA 抗体産生誘導には樹状細胞が重要である  
３－３－３．LG2055 による IgA 抗体産生誘導に関与する因子  
３－３－４．IgA 抗体産生誘導因子の産生には TGF-β が必要である  
３－３－５．LG2055 は TLRs を介して IgA 抗体産生を誘導する  
 
iv 
 
３－４．考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・62 
３－５．図表・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・68 
 
総括・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・75 
 
謝辞・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・81 
 
参考文献・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・82 
  
 1 
 
緒言  
プロバイオティクスは、「十分な量を摂取すれば宿主の健康に有益な効果を
もたらす生きた微生物」である［1］。最も代表的なプロバイオティクスは乳酸
菌やビフィズス菌であり、ヨーグルトや乳酸飲料などの食品や生菌製剤に応用
されている。乳酸菌は、代謝により乳酸を生成することを特徴とする嫌気性細
菌であり、古くから乳製品や漬け物などの発酵食品の製造に利用されている。
乳酸菌には、乳酸により腸の蠕動運動を活発にする整腸作用や、大腸菌などの
有害菌の増殖を抑えて腸内細菌叢を改善する作用があることが知られている。
さらに、最近の研究から、乳酸菌による腸内細菌叢の改善が、宿主の免疫系の
発達や恒常性の維持に関与していることが明らかになりつつある［2-5］。ヒト
の腸管には、約 1,000 種類、総数 100 兆個にも及ぶ細菌が生息して腸内細菌叢
を形成している。腸管粘膜は、腸内細菌叢だけでなく、食事と共に摂取される
ウイルスや病原性細菌にも常に曝されており、これらの感染から身を守るため
に、腸管には全身のリンパ球の 60%以上から構成される腸管免疫系が発達し
ている。免疫系の恒常性の維持には、病原性微生物に対する防御応答と、食品
や自己抗原に対する免疫寛容のバランスが保たれていることが重要である。こ
のバランスが崩壊してしまうと、炎症性腸疾患（ inflammatory bowel disease; 
IBD）や関節リウマチ（ rheumatoid arthritis; RA）などの慢性炎症を伴う自己免
疫疾患が発症する原因となる。  
IBD は、腸の粘膜に炎症や潰瘍を生じる炎症性疾患であり、下痢、腹痛、血
便及び発熱などの症状がみられる。潰瘍性大腸炎及びクローン病が IBD の 2
大疾患であり、近年、その罹患率の増加が問題になっている［6］。若年層を中
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心に発症する原因不明の難治性の疾患であり、日本では特定疾患（難病）に指
定されている。日本における IBD 患者数は欧米に比べて少なかったが、近年、
急速に増加している。IBD の原因は不明であるが、高脂肪、高糖質、低食物繊
維といった食の欧米化が一因であることが指摘されている［6, 7］。また、最
近の研究から、腸内細菌叢の細菌種の構成の異常（dysbiosis）が IBD の発症に
関与していることも指摘されている［8］。IBD の根本的な治療法は確立されて
おらず、一般的には薬物療法が用いられている。しかし、薬物療法には副作用
があることが問題になっている。また、IBD は寛解（症状が良くなること）と
再燃（症状が悪くなること）を繰り返す疾患であり、治療が長期に渡るため、
医療費が高額になることも問題になっている。  
RA は、関節の滑膜に炎症を生じ、それが進行すると関節の変形が起きる炎
症性疾患である。慢性的な関節炎や関節機能の低下により、RA 患者の生活の
質（QOL）は著しく低下する。日本における RA 患者数は 60～70 万人であり、
高齢化に伴い増加する傾向にある。 30～50 才代に多く発症し、全患者数に占
める女性の割合が男性の約 4 倍であり、女性に多い疾患である。RA の治療法
としては、薬物療法、手術療法及びリハビリテーションなどが挙げられるが、
一般的には薬物療法が用いられている。近年、RA の薬物療法において、抗 TNF
抗体や抗 IL-6 受容体抗体などの生物学的製剤の使用が導入され、その高い有
効性が期待されている。しかし、生物学的製剤は従来の薬剤に比べて高額であ
り、副作用があることも問題になっている。  
IBD の動物モデルであるデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘発大腸炎や、
RA の動物モデルであるコラーゲン誘発関節炎（CIA）を用いた検討において、
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乳酸菌がこれらの自己免疫疾患の緩和に効果を示すことが報告されている
［9-14］。そのため、比較的安価で副作用の少ない自己免疫疾患の治療法とし
て、乳酸菌の有用性が期待されている［15］。しかし、乳酸菌による自己免疫
疾患の緩和効果については、その多くが動物モデルでの報告であり、詳細な制
御機構についても不明である。  
乳酸菌は、腸内細菌叢を改善するだけでなく、宿主の獲得免疫系及び自然免
疫系と相互作用して、免疫調節機能を発揮することが知られている［16］。乳
酸菌による獲得免疫系へ作用の 1 つに、ヘルパーT 細胞（Th 細胞）の応答へ
の調節作用がある。Th 細胞は、ウイルスや病原性細菌の感染防御応答などの
「正」の免疫応答を担う Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞と、それらの Th 細胞
の過剰な応答を抑制する「負」の免疫応答を担う制御性 T 細胞（Treg 細胞）
のサブセットに分類される。Th1 細胞は、マクロファージや細胞傷害性 T 細胞
などを活性化することで細胞性免疫応答に関与し、Th2 細胞は、B 細胞からの
抗体産生を誘導することで液性免疫応答に関与する。Th1 細胞及び Th2 細胞は、
互いの応答を抑制し合う関係にあり、Th2 細胞の過剰な応答は、アレルギー疾
患の発症に関与することが知られている。ある種の乳酸菌は、Th1 細胞の応答
を増強することで Th2 細胞の過剰な応答を抑制し、アレルギー疾患を緩和す
ることが報告されている［17-19］。また、乳酸菌によるアレルギー疾患の緩和
に Treg 細胞の誘導が関与していることも報告されている［20, 21］。Treg 細胞
は、インターロイキン -10（ interleukin-10; IL-10）及びベータ型トランスフォー
ミング増殖因子（ transforming growth factor-β; TGF-β）を産生し、自己抗原に
対する免疫応答の抑制や他の Th 細胞の過剰な応答の抑制に特化した Th 細胞
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である［22, 23］。Treg 細胞は、転写因子 forkhead box protein P3（Foxp3）を特
異的に発現しており、Foxp3 の発現が Treg 細胞の分化及びその抑制機能に必
須である［24, 25］。また、Treg 細胞は、 IL-17 を産生する Th 細胞のサブセッ
トである Th17 細胞と互いの応答を抑制し合う関係にあり、ナイーブ T 細胞か
らの分化過程においても互いの分化を抑制することが知られている［26, 27］。
Th17 細胞は、健常時においては、細胞外増殖性の細菌への感染防御応答に関
与している。しかし、Th17 細胞の過剰な応答は、 IBD や RA などの自己免疫
疾患の発症に関与することが知られている［28］。そのため、Treg 細胞の誘導
は、アレルギー疾患の緩和だけでなく、IBD や RA などの自己免疫疾患の緩和
にも有効であると考えられ、Treg 細胞を誘導する乳酸菌は、自己免疫疾患の
緩和に有効である可能性がある。一方、最近の研究から、ある種の乳酸菌及び
その菌体成分が、 in vitro において T 細胞や B 細胞などのリンパ球の活性化及
び増殖を直接的に抑制することが報告されている［29-31］。Th17 細胞と、自
己抗原に対する抗体を産生する B 細胞は、IBD や RA などの自己免疫疾患の病
態形成において中心的な役割を果たすことが知られている［28,32］。そのため、
これらのリンパ球の過剰な活性化及び増殖を選択的に抑制する免疫抑制剤を
開発することが、自己免疫疾患の緩和及び治療において重要な課題になってい
る。リンパ球の活性化及び増殖を担う細胞内シグナル伝達経路には、分裂促進
因子活性化タンパク質キナーゼ（mitogen-activated protein kinase; MAPK）ファ
ミリーや、核内因子 κB（nuclear factor-κ B; NF-κB）などのシグナルが関与す
る［33, 34］。MAPK ファミリーの内、T 細胞の増殖には、細胞外シグナル調節
キナーゼ（ extracellular signal-regulated kinase; ERK）及び c-Jun N 末端キナー
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ゼ（c-jun N-terminal kinase; JNK）シグナルが必要であることが報告されてい
る［35, 36］。また、B 細胞の増殖には、ERK 及び p38 MAPK（p38）シグナル
が必要であることが報告されている［37, 38］。しかし、乳酸菌が、これらの
シグナルにどのような影響を与えてリンパ球の活性化及び増殖を抑制してい
るのかは明らかになっていない。  
乳酸菌には自然免疫系を活性化させて感染防御能を増強するものも報告さ
れている［39, 40］。これらの乳酸菌は、ウイルス感染細胞に対して強い細胞
傷害活性を示すナチュラルキラー（NK）細胞を活性化する。また、ウイルス
感染時に多量の I 型のインターフェロン（ interferon; INF）を産生する形質細
胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cell）を活性化させる乳酸菌も報告され
ている［41］。一方で、乳酸菌による感染防御能の増強作用として、 IgA 抗体
産生の誘導作用も知られている［42-46］。IgA 抗体は、体内で最も多量に産生
される免疫グロブリンのアイソタイプであり、ヒトの腸管内では 1 日当たり約
3 g の IgA 抗体が産生されている［47, 48］。腸内で産生される IgA 抗体は、病
原性微生物の腸管上皮細胞への付着及び感染を阻止し、細菌由来毒素を中和す
る機能がある［49］。免疫グロブリンの中で IgA 抗体のみの産生が減少するヒ
トの IgA 欠損症の患者は、多くが無症状であるが、慢性的な感染症の発症が
みられることがある［50］。腸内細菌叢は、小腸のパイエル板と呼ばれるリン
パ小節と腸間膜脂肪の腸間膜リンパ節と呼ばれるリンパ節群から構成される
腸管関連リンパ組織（gut associated lymphoid tissues; GALT）を恒常的に刺激し、
IgA 抗体産生を誘導する［51-54］。無菌状態で飼育し、腸内細菌叢をもたない
マウスでは、腸管の IgA 産生が著しく低下していることが知られている。腸
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内細菌叢と GALT との相互作用においては、樹状細胞が中心的な役割を果たし
ている［55］。腸管の樹状細胞は、TGF-β、IL-6、IL-10、a proliferation-inducing 
ligand（APRIL）、B cell activating factor（BAFF）及びレチノイン酸などを産生
することで、 IgA 抗体産生の誘導に関与する［56-58］。GALT における IgA 抗
体産生誘導では、パイエル板において、樹状細胞と T 細胞の作用により、IgM
陽性 B 細胞から IgA 陽性 B 細胞への IgA クラススイッチが誘導される。 IgA
クラススイッチは腸管免疫系の大きな特徴であり、脾臓や末梢リンパ節などの
全身免疫系においては、 IgM 陽性 B 細胞から IgG 陽性 B 細胞へのクラススイ
ッチが誘導される。パイエル板で誘導された IgA 陽性 B 細胞は、循環血液中
へと遊走した後に腸管の粘膜固有層にホーミングし、そこで IgA 産生形質細
胞に分化して IgA 抗体を産生する。産生された IgA 抗体は、上皮細胞を介し
て腸管内腔へと分泌される。しかし、乳酸菌が、腸管での IgA 抗体産生を誘
導する詳細な制御機構については不明である。  
Lactobacillus helveticus（L. helveticus） SBT2171（LH2171）は、L. helveticus
の基準株である L. helveticus  JCM1120T（LH1120T）を含む L. helveticus 28 菌株
の中で、最もプロテアーゼ活性の高い菌株として選抜された乳酸菌である［59］。
その後の研究により、LH2171 の高いプロテアーゼ活性は、LH2171 に特異的
な複数のプロテアーゼに由来していることが分かっている［60, 61］。この高
いプロテアーゼ活性を利用して、LH2171 はゴーダチーズと呼ばれる半硬質系
のナチュラルチーズの製造に使用されている。ナチュラルチーズは、哺乳類の
乳に乳酸菌を添加して乳酸の生成により pH を低下させ、レンネットと呼ばれ
る凝乳酵素を添加して乳を凝固させた後、様々な微生物による発酵及び熟成工
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程を経て製造される乳製品である。チーズ中には発酵及び熟成のために添加さ
れた乳酸菌、プロピオン酸菌、カビ及び酵母などの微生物が含まれており、ま
た、発酵及び熟成工程において様々な乳タンパク質由来のペプチド及び乳脂肪
由来の脂肪酸が生成されることから、チーズには様々な健康機能が期待される。
チーズの健康機能としては、高血圧改善作用、血中脂質改善作用、内臓脂肪蓄
積抑制作用などがこれまでに報告されている［62-64］。これらの作用の多くが、
発酵及び熟成工程において生成された乳タンパク質由来のペプチドに由来す
ることが知られている。一方で、チーズの摂取が免疫系にどのような影響を与
えるのかは、よく知られていない。また、チーズの製造に使用される乳酸菌の
免疫調節機能を検討した報告は少ない。  
Lactobacillus gasseri（L. gasseri）SBT2055（LG2055）は、ヒトの糞便から単
離された乳酸菌であり、プロバイオティクスとしてヨーグルトに使用されてい
る。LG2055 は、胆汁酸耐性をもち、生きてヒトの腸管に定着することで、糞
便中の Staphylococcus 属細菌（ブドウ球菌）の割合及び腸内の有害物質である
p-クレゾールの濃度を低下させることが報告されている［65-67］。また、LG2055
の健康機能としては、ヒトの血中コレステロール低下作用［68］、ヒト及びラ
ットの内臓脂肪蓄積抑制作用がこれまでに報告されている［69-71］。LG2055
の免疫調節機能としては、先行研究において、マウスのインフルエンザウイル
ス感染を予防することが報告されている［72］。また、母マウスに LG2055 を
摂取させると、母乳中の IgA 抗体量が増加し、仔マウスのロタウイルス感染
が抑制されることが報告されている［73］。このことから、LG2055 の摂取は、
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腸管において IgA 抗体産生を誘導し、宿主の感染防御能を増強する可能性が
考えられる。  
 本研究では、チーズやヨーグルトなどの乳製品に応用されている乳酸菌の
免疫調節機能を明らかにし、さらにその詳細な制御機構を解明することを目的
として、以下のような研究を行った。第１章では、LH2171 を使用して製造し
たチーズの摂取が、免疫系にどのような影響を与えるのかを、健常マウス及び
DSS 誘発大腸炎マウスにおいて検討した。第２章では、チーズの製造に使用
した LH2171 の菌体自体に免疫調節機能があるのか否かを明らかにするため、
自己免疫疾患や炎症などの過剰な免疫応答にみられるリンパ球の増殖に対し
て LH2171 の菌体がどのような影響を与えるのかを検証し、その制御機構につ
いても検討した。また、LH2171 の菌体の免疫調節機能が生体内でも発揮され
るのか否かを、CIA マウスを用いて検証した。第３章では、プロバイオティク
スである LG2055 の免疫調節機能として、腸管での IgA 抗体産生の誘導作用を
検証し、その制御機構についても検討した。  
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第１章 Lactobacillus helveticus SBT2171 を使用して製造したチーズの免疫調  
節機能及び大腸炎緩和作用  
 
１－１．序論  
LH2171 は、プロテアーゼ活性の高い菌株として選抜された乳酸菌であり
［59］、高いプロテアーゼ活性を利用してナチュラルチーズの製造に使用され
ている。ナチュラルチーズは、有史以前からの長い歴史をもつ発酵乳製品であ
り、その製造において様々な微生物による発酵及び熟成という工程を経る。チ
ーズ中には発酵及び熟成のために添加された乳酸菌が含まれており、また、発
酵及び熟成工程において様々な乳タンパク質由来のペプチド及び乳脂肪由来
の脂肪酸が生成されることから、チーズには様々な健康機能が期待される。一
方、チーズの摂取が宿主の免疫系にどのような影響を与えるのかを検討した報
告は少ない。そこで、本研究では、LH2171 を使用して製造したチーズの摂取
が、免疫系にどのような影響を与えるのかを、健常マウスを用いて検討した。
検討では、全身免疫系組織の脾臓及び腸管免疫系組織のパイエル板を対象とし、
それぞれの組織におけるサイトカイン産生と Treg 細胞の割合を評価した。サ
イトカイン産生については、Th1 細胞、Th2 細胞、Th17 細胞及び Treg 細胞の
それぞれが特徴的に産生する、 INF-γ、 IL-4、 IL-17 及び IL-10 を対象として評
価した。また、ヒトの IBD の動物モデルである DSS 誘発大腸炎マウス［74］
を用いて、LH2171 を使用して製造したチーズの摂取が腸管の炎症応答にどの
ような影響を与えるのかを検討した。さらに、脾臓及びパイエル板を対象とし
て、それぞれの組織における炎症性サイトカイン（ IL-6 及び IL-17）及び抗炎
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症性サイトカイン（ IL-10 及び TGF-β1）の産生と Treg 細胞の割合を評価し、
LH2171を使用して製造したチーズの摂取が DSS誘発大腸炎マウスの免疫系に
どのような影響を与えるのかを検討した。  
 
１－２．実験材料及び方法  
１－２－１．マウス  
C57BL/6J マウス（雄、5 週齢）は、日本チャールス・リバー（神奈川、日
本）より購入し、AIN-76 飼料（American Institute of Nutrition）と脱イオン水
を 1 週間自由摂取させて馴化させた。マウスはステンレス製のゲージ内で、室
温 23±2℃、湿度 50±10%、12 時間毎の明暗条件下で飼育した。全ての動物実
験は、NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals（National Research 
Council）に従って実施した。  
 
１－２－２．試薬及び抗体  
デキストラン硫酸ナトリウム（DSS、分子量： 36,000～ 50,000）は、MP 
Biomedicals （OH, USA）より購入した。RPMI 1640、非働化ウシ胎仔血清（FBS）、
HEPES、L-グルタミン、ペニシリン及びストレプトマイシンは、Invitrogen（CA, 
USA）より購入した。2-メルカプトエタノール及びアジ化ナトリウムは、和光
純薬工業（大阪、日本）より購入した。 Fluorescein isothiocyanate（FITC）標
識抗マウス CD4 抗体（clone: L3T4）、Phycoerythrin（PE）標識抗マウス／ラッ
ト Foxp3 抗体（clone: FJK-16s）及び抗マウス CD16/CD32 抗体（Fc ブロック）
は、eBioscience（CA, USA）より購入した。  
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１－２－３．飼料  
AIN-76 飼料を基本にして、チーズ配合飼料と対照飼料を作製した。各飼料
の組成を Table. 1 に示す。チーズは、プロテアーゼ活性の高い乳酸菌である
Lactobacillus helveticus  SBT2171（LH2171）［59-61］を使用して製造したチー
ズ（雪印メグミルク、東京、日本）を使用した。チーズをミンチ状に破砕して
凍結乾燥した後、フードプロセッサーを用いて粉末にした。得られたチーズ凍
結乾燥粉の成分分析を行い、飼料中のタンパク質が 20%、脂質が 19.4%になる
ようにチーズ凍結乾燥粉を 43.9%配合した。対照飼料は、カゼインを 20%、ラ
ードを 17.3%、コーン油を 2.1%（脂質としてラードとコーン油を合わせて
19.4%）配合した。主要ミネラルのナトリウム、リン、カルシウム、マグネシ
ウム、リン酸及び鉄の組成は、Table. 1 に示した無機化合物を添加し、チーズ
配合飼料と対照飼料で差がないように調節した。  
 
１－２－４．動物実験  
試験 1：健常マウスへのチーズ摂取試験  
C57BL/6J マウス（雄、6 週齢）20 匹を、平均体重がほぼ等しくなるように
10 匹ずつ対照群とチーズ摂取群の 2 群に分けた。対照群には対照飼料を、チ
ーズ摂取群にはチーズ配合飼料を自由摂取させた。飲用水は両群共に脱イオン
水を自由摂取させた。5 週間の摂取期間後、全てのマウスを麻酔下で屠殺して
解剖し、脾臓とパイエル板を摘出した。  
試験 2：DSS 誘発大腸炎マウスへのチーズ摂取試験  
C57BL/6J マウス（雄、6 週齢）30 匹を、平均体重がほぼ等しくなるように
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10 匹ずつ無処置群、対照群、チーズ摂取群の 3 群に分けた。無処置群と対照
群には対照飼料を、チーズ摂取群にはチーズ配合飼料を自由摂取させた。飲用
水は全群に脱イオン水を自由摂取させた。5 週間の摂取期間後、対照群とチー
ズ摂取群の飲用水を 2% DSS 水溶液に切り替え、7 日間自由摂取させて大腸炎
を誘発させた（day 0～day 7）［74］。無処置群には継続して脱イオン水を自由
摂取させた。DSS 投与期間中も無処置群と対照群には対照飼料を、チーズ摂
取群にはチーズ配合飼料を自由摂取させた。DSS 投与開始日より、体重、飼
料摂取量及び摂水量を毎日測定した。Day 0, 1, 3, 5,7 に便の性状と血便の状態
を観察した。大腸炎の重症度は、Mchenga らの方法に従って、disease activity 
index（DAI）スコアを算出して評価した［75］。すなわち、大腸炎症状である
体重減少、下痢、血便の 3 項目を、0～4 の 5 段階でスコア化し、その合計を
DAI スコアとした。DAI スコアは大腸炎が最も重篤な場合で 12 となる。DSS
投与開始から 7 日後（day 7）に全てのマウスを麻酔下で屠殺して解剖し、大
腸、脾臓、パイエル板を摘出した。大腸炎の重症度を判定するため、盲腸から
肛門までの大腸の全長を測定した。また、解剖時には腹部大静脈より採血を行
った。得られた血液から遠心分離により血清を回収し、サイトカインの測定ま
で -80℃で保存した。  
 
１－２－５．細胞分離  
脾臓及びパイエル板を細胞培養培地（1× RPMI 1640、10% FBS、10 mM HEPES、
2 mM L-グルタミン、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、
0.05 mM 2-メルカプトエタノール）中ですり潰し、70-µm セルストレイナ （ーBD 
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Bioscience, CA, USA）を通して、それぞれの細胞分散液を得た。脾細胞の分散
液中に含まれる赤血球は、 Lympholyte-M （Cedarlane Laboratories, Ontario, 
Canada）を用いた密度勾配遠心により除去した。細胞は細胞培養培地で 2 回洗
浄した後、細胞培養培地に再分散させて、培養及びフローサイトメトリー
（FCM）解析まで氷中で保持した。  
 
１－２－６．細胞培養  
脾細胞及びパイエル板細胞を細胞培養培地に分散し、2.5×105 cells/well の密
度で 96-well 細胞培養用プレート（旭テクノグラス、東京、日本）に播いた。
各ウェルに細胞と同数の抗 CD3/CD28 抗体ビーズ（ Invitrogen Dynal AS, Oslo, 
Norway）を加えて刺激した（37℃、5% CO2、48～72 時間）。刺激後に培養上
清を回収し、サイトカイン測定まで -80℃で保存した。  
 
１－２－７．FCM 解析  
脾細胞及びパイエル板細胞中の制御性 T（Treg）細胞を検出するため、細胞
表面の CD4 と細胞内の Foxp3 を染色した。細胞を FCM buffer（1× PBS、1% FBS、
0.05% アジ化ナトリウム）で 2回洗浄した後、FITC標識抗マウス CD4抗体（0.25 
µg/1×10
6
 cells）と抗マウス CD16/CD32 抗体（0.5 µg/1×106 cells）を加え、4℃
で 30 分 間 反 応 さ せ た 。 細 胞 を FCM buffer で 洗 浄 し た 後 、 1× 
fixation/permeabilization buffer（eBioscience）を加えて細胞の透過及び固定処理
を 4℃で O/N 実施した。細胞を 1× permeabilization buffer（eBioscience）で 2
回洗浄した後、PE 標識抗マウス／ラット Foxp3 抗体（1 µg/1×106 cells）を加
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え、4℃で 30 分間反応させた。細胞を 1× permeabilization buffe で 2 回洗浄し
た後、EPICS XL フローサイトメーター（Beckman Coulter, CA, USA）を用いて
解析した。得られたデータは CXP ソフトウェア（Beckman Coulter）により解
析した。  
 
１－２－８．サイトカイン測定  
培養上清及び血清中の IL-4、 IL-6、 IL-10、 IL-17、 INF-γ（BD Bioscience）
及び TGF-β1（R&D Systems, MN, USA）は、ELISA キットを用いて測定した。
培養上清中の TGF-β1 の測定は、キットの説明書に従ってサンプルを酸処理し
た後に行った。マウスの TGF-β1 と細胞培養培地の FBSに含まれるウシ TGF-β1
とに交差性があるため、細胞培養培地中の TGF-β1 の測定値をサンプルの測定
値から差し引いた。  
 
１－２－９．統計解析  
測定データは平均値±標準偏差で示している。検定は StatView ソフトウェ
ア（SAS Institute, NC, USA）を用いて t 検定を行い、P 値が 0.05 よりも小さい
場合に統計学的に有意とした。  
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１－３．結果  
１－３－１．チーズが健常マウスの免疫系に与える影響  
C57BL/6J マウスにチーズ配合飼料及び対照飼料を 5 週間摂取させた後、脾
細胞及びパイエル板細胞を分離し、CD3/CD28 共刺激下でのサイトカイン産生
及び CD4+細胞中の CD4+Foxp3+細胞の割合を測定した。チーズ摂取群では、対
照群と比較して、パイエル板における IL-17、 IL-4 及び IL-10 の産生が有意に
抑制されていた（Figure 1-1A-C）。パイエル板における INF-γの産生は、群間
で有意な差がなかった（Figure 1-1D）。一方、脾臓ではサイトカイン産生に群
間で有意な差はなく、チーズの摂取による影響は認められなかった（ Figure 
1-1A-D）。また、CD4+細胞中の CD4+Foxp3+細胞の割合は、チーズ摂取群のパ
イエル板で有意に高い値を示した。一方、脾臓では群間で有意な差がなく、サ
イトカイン産生と同様にチーズの摂取による影響は認められなかった（ Figure 
1-2）。  
 
１－３－２．チーズによる DSS 誘発大腸炎の緩和作用  
C57BL/6J マウスにチーズ配合飼料及び対照飼料を 5 週間摂取させた後、DSS
を 7 日間投与して大腸炎を誘発し、大腸炎に対するチーズの摂取による影響を
検討した。対照群では DSS 投与開始 4 日後から体重が減少し始めたが、チー
ズ摂取群では体重の減少が有意に抑制された（Figure 1-3A）。体重減少、下痢
及び血便から算出した DAI スコアは、対照群と比較してチーズ摂取群で有意
に低い値を示し、大腸炎の臨床症状の緩和が確認された（Figure 1-3B）。また、
大腸の全長は、対照群が無処置群と比較して有意に短かったが、チーズ摂取群
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では対照群と比較して有意に長く、炎症による大腸の短縮が抑制されていた
（Figure 1-3C, D）。  
 
１－３－３．チーズが DSS 誘発大腸炎マウスの免疫系に与える影響  
DSS 誘発大腸炎マウスの解剖時に、脾細胞及びパイエル板細胞を分離し、
CD3/CD28 共刺激下での炎症性サイトカイン（ IL-17、IL-6）及び抗炎症性サイ
トカイン（TGF-β1、 IL-10）の産生並びに CD4+細胞中の CD4+Foxp3+細胞の割
合を測定した。IL-17 及び IL-6 の産生は、無処置群と比較して対照群のパイエ
ル板で有意に促進されていたが、チーズ摂取群ではこれらの産生促進が有意に
抑制されていた（Figure 1-4A, B）。対照群では脾臓においても IL-17 の産生が
有意に促進されていたが、チーズ摂取群と対照群との間に有意な差は認められ
なかった（Figure 1-4A）。脾臓における IL-6 の産生は、パイエル板とは反対に、
無処置群と比較して対照群で有意に抑制され、チーズ摂取群では対照群と比較
して有意に促進されていた（Figure 1-4B）。一方、TGF-β1 の産生は、脾臓とパ
イエル板共に無処置群と対照群との間に有意な差はなかったが、対照群と比較
してチーズ摂取群の脾臓及びパイエル板で有意に促進されていた（ Figure 
1-4C）。 IL-10 の産生は、無処置群と比較して対照群のパイエル板で有意に促
進されていたが、チーズ摂取群と対照群との間に有意な差は認められなかった。
脾臓での IL-10 の産生は全ての群間で有意な差は認められなかった（Figure 
1-4D）。また、CD4+細胞中の CD4+Foxp3+細胞の割合は、脾臓とパイエル板共
に無処置群と比較して対照群で有意に高い値を示し、チーズ摂取群では対照群
と比較して有意に低い値を示した（Figure 1-5）。  
 17 
 
１－４．考察  
 LH2171 を使用して製造したチーズの摂取が、健常マウスの免疫系にどのよ
うな影響を与えるのかを検討した。検討では、全身免疫系組織の脾臓及び腸管
免疫系組織のパイエル板を対象とし、それぞれの組織におけるサイトカイン産
生と Treg 細胞（CD4+Foxp3+細胞）の割合を評価した。その結果、チーズの摂
取は、健常マウスのパイエル板において、 IL-17、 IL-10 及び IL-4 の産生を抑
制し、Treg 細胞の割合を増加させることが分かった。これらのチーズの摂取
による免疫系への影響は、脾臓においては確認されなかった。そのため、チー
ズの摂取は、腸管組織特異的に免疫調節機能を発揮する可能性が示唆された。 
 Treg 細胞は、抗炎症性サイトカインである IL-10 及び TGF-β を産生するこ
とで、他の Th 細胞サブセットの活性を抑制することが知られている［23］。
本研究では、チーズの摂取により、パイエル板において Treg 細胞の割合が増
加したにも関わらず、 IL-10 産生は増加せずに抑制された。この原因には、パ
イエル板に含まれる T 細胞以外の細胞による影響が考えられる。 IL-10 は、B
細胞、樹状細胞及びマクロファージなどの細胞からも産生される［76］。その
ため、チーズの摂取が T 細胞以外の細胞からの IL-10 産生を抑制し、パイエル
板全体での IL-10 産生が抑制された可能性が考えられる。また、パイエル板に
おける Treg 細胞の割合が B 細胞の割合よりも少ないことから、チーズの摂取
より Treg 細胞からの IL-10 産生が増加したとしても、パイエル板全体での
IL-10 産生には反映されなかった可能性も考えられる。  
 チーズの摂取によるパイエル板での IL-17 産生の抑制には、Treg 細胞の増加
が直接的に関与した可能性がある。炎症性サイトカインである IL-17 は、Th17
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細胞と呼ばれる T 細胞サブセットから産生される［77, 78］。Treg 細胞と Th17
細胞は、拮抗する機能をもち、ナイーブ T 細胞からの分化過程においても互
いの分化を抑制することが知られている［26, 27］。そのため、チーズの摂取
によってパイエル板で増加した Treg 細胞が、Th17 細胞の活性を抑制したこと
で、 IL-17 産生が抑制された可能性がある。  
健常時において、Th17 細胞は、細胞外増殖性の細菌への感染防御応答に関
与する。しかし、Th17 細胞の異常な活性化は、 IBD などの自己免疫疾患の病
態形成に関与することが知られている［28］。実際に、 IBD 患者の末梢血リン
パ球においては、Th17 細胞が増加し、Treg 細胞が減少していることが報告さ
れている［79］。また、IBD の動物モデルである DSS 誘発大腸炎の病態形成に
おいても、Th17 細胞が中心的な役割を果たすことが知られている［80］。チー
ズの摂取が、健常マウスのパイエル板において、Treg 細胞の割合を増加させ、
IL-17 産生を抑制したことから、我々は、チーズの摂取が Th17 細胞の異常疾
患である DSS 誘発大腸炎を緩和すると期待し、検証を行った。その結果、チ
ーズの摂取により、大腸炎の臨床症状である、体重減少、下痢及び血便が緩和
された。また、炎症に伴う大腸の短縮も、チーズの摂取により抑制された。こ
れらの結果から、チーズの摂取が、マウスの DSS 誘発大腸炎の緩和に有効で
あることを確認した。  
チーズの摂取による DSS 誘発大腸炎の緩和作用の機序を検討するため、脾
臓及びパイエル板におけるサイトカイン産生と Treg 細胞の割合を評価した。
パイエル板では、DSS 誘発大腸炎の発症により、炎症性サイトカインである
IL-17 及び IL-6 の産生が増加し、チーズの摂取は、これらの炎症性サイトカイ
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ンの産生の増加を抑制することが分かった。IL-6 は、 IL-17 と同様に、DSS 誘
発大腸炎の病態形成に関与することが報告されている［81］。そのため、チー
ズ摂取による IL-17 及び IL-6 の産生の抑制が、炎症の惹起を抑制し、DSS 誘
発大腸炎の緩和に寄与した可能性がある。DSS 誘発大腸炎の発症は、脾臓及
びパイエル板において、抗炎症性サイトカインである TGF-β の産生には影響
を与えなかった。これに対して、チーズの摂取は、脾臓及びパイエル板におい
て TGF-β の産生を増加させていることが分かった。TGF-β は、細胞の分裂、
分化、機能などを制御する多機能なサイトカインである［82, 83］。腸管にお
ける TGF-β の機能としては、炎症により傷害を受けた腸管上皮細胞の再生に
関与することが知られている［84］。また、TGF-β 欠失マウスでは DSS 誘発大
腸炎が重篤化することが報告されている［85］。DSS 誘発大腸炎では、腸管の
バリア機能が破壊され、腸管上皮細胞の増殖が抑制されてアポトーシスが誘導
される。そのため、チーズ摂取による TGF-β 産生の増加が、腸管のバリア機
能を補強し、DSS 誘発大腸炎の緩和に寄与した可能性がある。  
本研究では、DSS 誘発大腸炎の発症により、脾臓及びパイエル板において
Treg 細胞の割合が増加し、チーズの摂取は、これらの Treg 細胞の増加を抑制
することが分かった。 IBD 患者では、腸管組織の炎症部位で Treg 細胞が増加
しており、Treg 細胞の細胞数と大腸炎の重症度には正の相関があることが報
告されている［86］。また、IBD 患者の腸管組織から分離した Treg 細胞は、免
疫抑制機能を保持していることが報告されている［87］。そのため、本研究で
確認された脾臓及びパイエル板での Treg 細胞の増加は、大腸炎を抑制するた
めの生体の防御応答の一部であると考えられる。チーズの摂取により脾臓及び
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パイエル板で Treg 細胞の増加が抑制されたのは、先に述べたチーズの摂取に
よる IL-17 及び IL-6 の産生の抑制や TGF-β の産生の増加により大腸炎が抑制
され、Treg 細胞の増加を伴う防御応答が起きなかったためだと考えられる。
一方、 IBD の動物モデルに Treg 細胞を移入すると大腸炎が緩和されることが
報告されている［88-90］。チーズの摂取は、健常マウスのパイエル板において
Treg 細胞を増加させた。そのため、DSS 誘発大腸炎の発症前にチーズの摂取
によって予め増加した Treg 細胞が、DSS 誘発大腸炎の緩和に寄与した可能性
も考えられる。しかし、チーズの摂取による DSS 誘発大腸炎の緩和に、Treg
細胞が関与したのか否かを明らかにするには、更なる検討が必要である。  
 DSS 誘発大腸炎を緩和したチーズ中の作用成分を同定するためには、更な
る検討が必要である。チーズ中の作用成分の候補としては、乳酸菌及びその代
謝産物であるアミノ酸、ペプチド及び脂肪酸などが考えられる。アミノ酸につ
いてはグルタミンによる IBD 動物モデルの緩和作用が報告されている［91］。
ペプチドについては、プロピオン酸菌の乳清タンパク質培養物による DSS 誘
発大腸炎の緩和作用が報告されている［92］。脂肪酸については、共役リノー
ル酸及び n-3 多価不飽和脂肪酸による DSS 誘発大腸炎の緩和作用が報告され
ている［93］。乳酸菌に関しては、近年、様々な菌株で IBD の緩和作用が報告
されている。DSS 誘発大腸炎モデルにおいて大腸炎の緩和作用が確認されて
いる乳酸菌には、 Lactobacillus reuteri、 Lactobacillus casei、 Lactobacillus 
rhamnosus、Lactococcus lactis subsp. cremoris がある［9-12］。これらの乳酸菌
の多くが腸管上皮細胞のバリア機能を増強することで大腸炎を緩和すると考
えられている。本研究で用いたチーズは、一般的なチーズ製造用の乳酸菌の他
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に、LH2171 を追加使用して製造されている。先行研究において、LH2171 は、
in vitro において Lipopolysaccharide（LPS）で刺激したマウスの脾細胞の増殖
を抑制することが報告されている［94］。チーズの摂取による DSS 誘発大腸炎
の緩和に LH2171 が関与したか否かは不明であるが、LH2171 による免疫細胞
の増殖抑制作用が、DSS 誘発大腸炎の緩和に寄与した可能性が考えられる。  
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１－５．図表  
 
Table 1. Composition (%) of the experimental diets  
 
1
Cheese powder = 45.6% protein, 44.2% fat, 5.9% ash, and 0.9% water.  
2
Casein = 87.5% protein, 0.9% fat, 1.8% ash, and 9.8% water.  
3
Mineral mix (for Cheese diet) = 5.2% K2SO4, 0.35% MnCO3, 0.16% ZnCO3,  
0.055% CrK(SO4)2•12H2O, 0.03% CuCO3•Cu(OH)2•H2O, 0.001% Na2SeO3•5H2O,  
0.001% KIO3 and 94.203% sucrose.  
 
 
  
Ingredients Control diet Cheese diet
Cheese powder1 - 43.9
Casein2 20.0 -
Cellulose 5.0 5.0
Corn oil 2.1 -
Lard 17.3 -
Sucrose 49.8 45.9
DL-methionine 0.3 0.3
Vitamin mix (AIN-76) 1.0 1.0
Mineral mix (AIN-76) 3.5 -
Mineral mix (for Cheese diet)3 - 3.5
NaCl 0.851 -
CaHPO4 0.187 -
KH2PO4 - 0.015
K2CO3 - 0.046
MgO - 0.023
FeC6H5O7 - 0.374
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Figure 1-1. Effect of cheese diet on cytokine production in the spleen (SPL) and 
Peyer’s patch (PP) cells of normal mice. Cells were isolated from mice fed the 
control diet (Control) or the cheese diet (Cheese), and stimulated with 
anti-CD3/CD28-conjugated beads. After 48 to 72 hours of stimulation, levels of (A) 
IL-17, (B) IL-4, (C) IL-10, and (D) INF-γ in cell culture supernatants were measured 
by an ELISA. Data are expressed as mean ± SD (n=10) and compared with the 
control group (* P < 0.05, ** P < 0.01) by Student’s t-test. 
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Figure 1-2. Effect of cheese diet on the population of Foxp3
+
 CD4
+
 cells in the 
spleen (SPL) and Peyer’s patch (PP) of normal mice. Cells were isolated from mice 
fed the control diet (Control) or the cheese diet (Cheese), and analyzed for CD4 and 
Foxp3 expression by flow cytometry. The bars represent the ratio of Foxp3
+
 CD4
+
 
cells to whole CD4
+
 cells. Data are expressed as mean ± SD (n=10) and compared 
with the control group (*** P < 0.001) by Student’s t-test.  
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Figure 1-3. Effect of cheese diet on dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis. 
Mice were divided into 3 groups: DSS-untreated mice fed the control diet (non-DSS), 
DSS-treated mice fed the control diet (DSS), and DSS-treated mice fed the cheese 
diet (DSS + cheese). The DSS and DSS + cheese groups were treated with 2% (w/v) 
DSS for 7 days to induce colitis. (A) Body weight; (B) disease activity index (DAI); 
(C) macroscopic appearance of a representative colon; and (D) colon length. Data 
are expressed as mean ± SD (n=10) and compared with the non-DSS group (** P < 
0.01) or with the DSS group (## P < 0.01) by the Tukey-Kramer test.  
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Figure 1-4. Effect of cheese diet on cytokine production in the spleen (SPL) and 
Peyer’s patch (PP) cells in mice with dextran sodium sulfate (DSS) -induced colitis. 
Seven days after the administration of DSS, SPL and PP cells were isolated and 
stimulated with anti-CD3/CD28-conjugated beads. After 48 to 72 hours of 
stimulation, levels of (A) IL-17, (B) IL-6, (C) transforming growth factor (TGF)-β1,  
and (D) IL-10 in cell culture supernatants were measured by an ELISA. Data are 
expressed as mean ± SD (n=10) and compared with the non -DSS group (* P < 0.05 
and ** P < 0.01) or with the DSS group (# P < 0.05 and ## P < 0.01) by the 
Tukey-Kramer test.  
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Figure 1-5. Effect of cheese diet on the population of Foxp3
+
 CD4
+
 cells in the 
spleen (SPL) and Peyer’s patch (PP) cells in mice with dextran sodium sulfate 
(DSS)-induced colitis. Seven days after the administration of DSS, SPL and PP cells 
were isolated and analyzed for CD4 and Foxp3 expression by flow cytometry. The 
bars represent the ratio of Foxp3
+
 CD4
+
 cells to whole CD4
+
 cells. Data are 
expressed as mean ± SD (n=10) and compared with the non -DSS group (* P < 0.05 
and ** P < 0.01) or with the DSS group (# P < 0.05 and ## P < 0.01) by the 
Tukey-Kramer test.  
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第２章 Lactobacillus helveticus SBT2171 によるリンパ球の増殖抑制作用及び  
その制御機構  
 
２－１．序論  
第 1 章では、LH2171 を使用して製造したチーズの摂取が、健常マウスのパ
イエル板において、 IL-17、 IL-10 及び IL-4 の産生を抑制し、Treg 細胞の割合
を増加させることを明らかにした。これらの免疫系への影響は、全身免疫系組
織である脾臓では確認されなかったため、LH2171 を使用して製造したチーズ
の摂取は、腸管免疫系特異的に免疫調節機能を発揮する可能性が示唆された。
LH2171 を使用して製造したチーズの摂取が、腸管免疫系において Treg 細胞の
割合を増加させ、 IL-17 産生を抑制したことから、我々は、LH2171 を使用し
て製造したチーズの摂取が Th17細胞の異常疾患であるマウスの DSS誘発大腸
炎を緩和すると期待して検証を行った。その結果、LH2171 を使用して製造し
たチーズの摂取が、マウスの DSS 誘発大腸炎の症状を緩和することを明らか
にした。DSS 誘発大腸炎の緩和に LH2171 が関与したか否かは不明である。し
かし、先行研究において、LH2171 は、in vitro において LPS で刺激したマウス
の脾細胞の増殖を抑制することが報告されている［94］。そのため、LH2171
による免疫細胞の増殖抑制作用が、DSS 誘発大腸炎の緩和に寄与した可能性
が考えられる。そこで、第 2 章では、LH2171 の菌体自体に免疫調節機能があ
るのか否かを明らかにするため、自己免疫疾患や炎症などの過剰な免疫応答に
みられるリンパ球の増殖に対して LH2171 の菌体がどのような影響を与える
のかを in vitro で検証し、その制御機構についても検討した。また、ヒトの RA
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の動物モデルである CIA マウスを用いて、LH2171 の免疫調節機能が、 in vivo
において自己免疫疾患の緩和に寄与するのか否かを検証した。  
 
２－２．実験材料及び方法  
２－２－１．乳酸菌  
Lactobacillus helveticus（L. helveticus）SBT2171（LH2171）は、雪印メグミ
ルク（東京、日本）において単離された。L. helveticus 及び Lactobacillus gasseri
（L. gasseri）の基準株である  L. helveticus JCM1120T 及び L. gasseri JCM1131T
は、理化学研究所バイオリソースセンター（茨城、日本）より分与された。乳
酸菌は、Lactobacilli MRS broth（BD Bioscience, CA, USA）に接種し、37℃で
16 時間培養した。培養後、3,000×g で 10 分間遠心して菌体を回収し、超純水
で 2 回洗浄した後に凍結乾燥した。凍結乾燥菌体を 1× PBS で 10 mg/mL に懸
濁し、80℃で 30 分間加熱して殺菌した。  
 
２－２－２．マウス  
C57BL/6N マウス（雄）及び DBA/1J マウス（雄）は、日本エスエルシー（静
岡、日本）より購入し、ラボＭＲストック飼料（日本農産工業、神奈川、日本）
と滅菌水を自由摂取させて馴化させた。全ての動物実験は、国立大学法人北海
道大学動物実験に関する規程に則り実施した。  
 
２－２－３．試薬及び抗体  
Pacific Blue 標識抗マウス CD3ε 抗体（clone: 145-2C11）、PE-Cy7 標識抗マウ
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ス CD19 抗体（clone: 6D5）、Fluorescein isothiocyanate（FITC）標識 annexin V、
Propidium iodide（PI）及び 7-amino-actinomycin D（7-AAD）は、Biolegend（CA, 
USA）より購入した。Alexa Fluor 488 標識抗マウス CD4 抗体（clone: RM4-5）
は、BD Bioscience より購入した。ウサギ抗リン酸化 JNK 抗体（clone: 81E11）、
ウサギ抗 JNK 抗体、ウサギ抗リン酸化 c-Jun 抗体（clone: D47G9）、ウサギ抗
c-Jun抗体（clone: 60A8）、ウサギ抗 cdc2抗体、ウサギ抗 β-actin抗体（clone: 13E5）
及び Horseradish peroxide（HRP）標識抗ウサギ IgG 抗体は、Cell signaling 
technology（MA, USA）より購入した。Lipopolysaccharide（LPS）は、Sigma-Aldrich
（MO, USA）より購入した。RNase A は、Roche Diagnostics（Mannheim, Germany）
より購入した。免疫用ウシ II型コラーゲン及び Complete Freund’s Adjuvant は、
Chondrex（WA, USA）より購入した。  
 
２－２－４．細胞分離  
C57BL/6N マウス（雄、7～10 週齢）をイソフルラン（インターベット、東
京、日本）麻酔下で屠殺して解剖し、脾臓を摘出した。脾臓を細胞培養培地（1× 
RPMI 1640、10% FBS、10 mM HEPES、2 mM L-グルタミン、100 U/mL ペニシ
リン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.05 mM 2-メルカプトエタノール）中
ですり潰し、70-µm セルストレイナー（BD Bioscience）を通して、脾細胞の分
散液を得た。脾細胞の分散液中に含まれる赤血球は、RBC lysis buffer（Biolegend）
を用いて除去した。脾細胞を Alexa Fluor 488 標識抗マウス CD4 抗体、PE-Cy7
標識抗マウス CD19 抗体及び Pacific Blue 標識抗マウス CD3ε抗体で染色した
後、FACSAria II セルソーター（BD Bioscience）を用いて、T 細胞（CD3+CD4+
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細胞）及び B 細胞（CD19+細胞）を分取した。トリパンブルー色素排除法によ
り、脾細胞、T 細胞及び B 細胞中の生細胞数を測定した。  
 
２－２－５．細胞培養  
 マウスの脾細胞、T 細胞及び B 細胞は、細胞培養培地（1× RPMI 1640、10% 
FBS、10 mM HEPES、2 mM L-グルタミン、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL
ストレプトマイシン、0.05 mM 2-メルカプトエタノール）で培養した。 Jurkat
細胞、BJAB細胞及び RAW264.7細胞は、細胞培養培地（1× RPMI 1640、10% FBS、
100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.05 mM 2-メルカプ
トエタノール）で培養した。Caco-2 細胞は、細胞培養培地（ 1× Dulbecco’s 
modified eagle medium、10% FBS、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプ
トマイシン、1% Nonessential amino acids）で培養した。全ての細胞は、37℃、
5% CO2 で培養した。  
 
２－２－６．細胞増殖試験  
マウスの脾細胞を 5×104 cells/well の密度で 96-well細胞培養用プレート（BD 
Bioscience）に播いて LPS（10 µg/mL）で刺激し、各種乳酸菌体（1, 10, 100 µg/mL）
の存在下又は非存在下で 72 時間培養した。マウスの T 細胞及び B 細胞を 5×104 
cells/well の密度で 96-well 細胞培養用プレート（BD Bioscience）に播いて LPS
（10 µg/mL）で刺激し、LH2171（100 µg/mL）の存在下又は非存在下で 96 時
間培養した。Jurkat 細胞及び BJAB 細胞を 3×103 cells/well の密度で 96-well 細
胞培養用プレート（BD Bioscience）に播き、各種乳酸菌体（1, 10, 100 µg/mL）
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の存在下又は非存在下で 72 時間培養した。RAW264.7 細胞及び Caco-2 細胞を
1×10
3
 cells/well の密度で 96-well細胞培養用プレート（BD Bioscience）に播き、
各種乳酸菌体（1, 10, 100 µg/mL）の存在下又は非存在下で 72 時間培養した。
培養後、Cell Counting Kit-8（同仁化学、熊本、日本）により細胞増殖を測定
した。  
 
２－２－７．細胞周期の解析  
BJAB 細胞を 5×105 cells/well の密度で 6-well 細胞培養用プレート（BD 
Bioscience）に播き、LH2171（100 µg/mL）の存在下又は非存在下で 72 時間培
養した。培養後、1,500 rpm で 5 分間遠心して細胞を回収し、トリパンブルー
色素排除法により生細胞数を測定した。細胞を 1× PBS で洗浄した後、冷 70%
エタノールに分散して 4℃で 30 分以上固定した。固定後の細胞を 1× PBS で 2
回洗浄した後、RNase A（100 µg/mL）を加えて 37℃で 30 分間反応した。反応
後の細胞を 1× PBS で 1 回洗浄した後、PI（25 µg/mL）を加えて 4℃で 15 分間
染色した。染色後の細胞を FACS Buffer で 2 回洗浄した後、FACSCanto II フロ
ーサイトメーター（ BD Bioscience）用いて解析した。得られたデータは
FACSDiva ソフトウェア（BD Bioscience）により解析し、全細胞に占める G0/G1
期、S 期及び G2/M 期の細胞の割合を算出した。  
 
２－２－８．ウェスタンブロッティング  
BJAB 細胞を 2.5×105 cells/well の密度で 6-well 細胞培養用プレート（BD 
Bioscience）に播き、LH2171（100 µg/mL）の存在下又は非存在下で 72 時間培
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養した。マウスの脾細胞を 2×107 cells/dish の密度で 100-mm 細胞培養用ディ
ッシュ（BD Bioscience）に播いて LPS（10 µg/mL）で刺激し、LH2171（100 µg/mL）
の存在下又は非存在下で 72 時間培養した。培養後、1,500 rpm で 5 分間遠心し
て細胞を回収した。細胞を 1× PBS で洗浄した後、 cOmplete Mini protease 
inhibitor cocktail（ Roche Diagnostics）及び PhosSTOP phosphatase inhibitor 
cocktail（Roche Diagnostics）を添加した  RIPA（Radio-Immunoprecipitation assay）
バッファ （ー50 mM Tris-HCl, pH7.5、150 mM NaCl、1% NP-40、0.5% deoxycholate 
acid、0.1% SDS）を加え、ローターを用いて 4℃で 60 分間穏やかに転倒混和
して細胞を溶解した。細胞溶解液中のタンパク質濃度を、BCA protein assay
（Thermo Scientific, IL, USA）を用いて測定した。12.5%アクリルアミドゲルに
タンパク質量が等しくなるようにサンプルを添加して電気泳動した後、ブロッ
ターによりタンパク質をゲルから PVDF メンブレン（Ｍ illipore, MA, USA）に
転写した。メンブレンを 5% BSA, 1× TBS-T に浸し、室温で 60 分間ブロッキ
ングした。ブロッキング後のメンブレンを 1× TBS-T で洗浄した後、1 次抗体
を添加した 5% BSA, 1× TBS-T に浸して、ローターを用いて 4℃で O/N 反応さ
せた。1 次抗体反応後のメンブレンを 1× TBS-T で洗浄した後、HRP 標識 2 次
抗体を添加した 5% BSA, 1× TBS-T に浸して、ローターを用いて室温で 2 次間
反応させた。2 次抗体反応後のメンブレンを 1× TBS-T 洗浄した後、Immobilon 
western（Ｍ illipore）を用いてバンドを化学発光させ、LAS-1000 Mini イメージ
アナライザー（富士フィルム、東京、日本）によりバントを検出した。バンド
の定量化には、画像解析ソフトウェア ImageJ（National Institute of Health, MD, 
USA）を使用した。  
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２－２－９．動物実験  
DBA/1J マウス（雄、8 週齢）20 匹を、平均体重がほぼ等しくなるように 10
匹ずつ対照群と LH2171 投与群の 2 群に分けた。関節炎を誘発させるため、100 
µg の免疫用ウシ II 型コラーゲン（0.05M acetic acid に 2 mg/mL で溶解し、等
量の Complete Freund’s Adjuvant と混合してエマルジョン化したもの）をマウ
スの尾根部の左右 2 ヶ所に分けて皮内投与した。1 回目の投与から 21 日後に 2
回目の免疫を 1 回目と同様に行った。LH2171 投与群には、1 回目の免疫の翌
日から週 3 回、2 回目の免疫の翌日からは毎日、1 mg の LH2171 を腹腔内に投
与した。対照群には 1× PBS を腹腔内に投与した。2 回目の免疫から 3 週間飼
育し、関節炎症状、後肢の厚さ及び体重を測定した。関節炎の重症度は、
Kanayama らの方法に従って、スコアを算出して評価した［95］。すなわち、4
肢それぞれについて 0～4の 5段階でスコア化し、その合計スコアを算出した。
スコアは、正常な場合に 0、指のみの発赤又は局所的なわずかな膨潤があると
きに 1、2 指以上の紅斑と中程度の膨潤があるときに 2、肢に顕著な膨潤と紅
斑があるときに 3、肢に最大の膨潤、紅斑、変形及び関節強直があるときに 4
とした。スコアは関節炎が最も重篤な場合で 16 となる。  
 
２－２－１０．統計解析  
測定データは平均値±標準誤差で示している。特に記載が無い限り、多群間
では一元配置分散分析法と Tukey-Kramer 法による検定を行い、2 群間では t
検定を行った。検定には StatView ソフトウェア（SAS Institute, NC, USA）を
用い、P 値が 0.05 よりも小さい場合に統計学的に有意とした。  
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２－３．結果  
２－３－１．LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用  
 LH2171 の免疫調節作用を in vitro で評価するため、マウスの脾細胞の増殖
に与える LH2171 の影響を検討した。検討には、対照の乳酸菌として、 L. 
helveticus の基準株である L. helveticus JCM1120T（LH1120T）及び Lactobacillus 
gasseri（L. gasseri）の基準株である L. gasseri JCM1131T（LG1131T）を使用し
た。C57BL/6N マウスから分離した脾細胞を LPS で刺激し、各乳酸菌を添加し
てから 72 時間後に細胞の増殖を測定した。その結果、LH2171 は、濃度依存
的に有意に脾細胞の増殖を抑制した（Figure 2-1A）。LH2171 による脾細胞の増
殖抑制作用は、LH1120T と同程度であり、LG1131T よりも強かった（Figure 
2-1A）。これらの結果から、脾細胞に対する強い増殖抑制作用は、L. helveticus
種乳酸菌に共通した作用であることが示唆された。  
 脾細胞には、T 細胞及び B 細胞などのリンパ球の他にも、樹状細胞やマクロ
ファージなどの抗原提示細胞が含まれている。LH2171 が、抗原提示細胞を介
さずに、直接的にリンパ球の増殖を抑制するのか否かを明らかにするため、
C57BL/6N マウスの脾細胞から分離した T 細胞（CD3+CD4+細胞）及び B 細胞
（CD19+細胞）を LPS で刺激し、LH2171 を添加してから 96 時間後に各細胞の
増殖を測定した。その結果、LH2171 は、T 細胞及び B 細胞の増殖を有意に抑
制した（Figure 2-1B）。続いて、LH2171 がヒトのリンパ球の増殖を抑制するの
か否かを検討した。検討には、ヒトの T 細胞由来の株化細胞である Jurkat 細
胞及び B 細胞由来の株化細胞である BJAB 細胞を使用した。 Jurkat 細胞及び
BJAB 細胞に LH2171 又は LG1131T を添加して培養し、72 時間後に各細胞の
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増殖を測定した。その結果、LH2171 は、Jurkat 細胞及び BJAB 細胞の増殖を
有意に抑制した。一方、LG1131T は、Jurkat 細胞及び BJAB 細胞の増殖に影響
を与えなかった（Figure 2-2A, B）。これらの結果から、LH2171 は、抗原提示
細胞を介さずに、直接的にリンパ球の増殖を抑制することが分かった。  
 
２－３－２．LH2171 は BJAB 細胞の細胞周期の進行を抑制する  
 LH2171 が BJAB 細胞の増殖を強く抑制したため、我々は、BJAB 細胞を用
いて LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用の機序を検討することにした。始
めに、LH2171 が BJAB 細胞に対して細胞毒性を示すのか否かを明らかにする
ため、BJAB 細胞に LH2171 を添加して培養し、72 時間後に BJAB 細胞の生細
胞数と生存率を測定した。その結果、LH2171 により BJAB 細胞の生細胞数が
有意に減少した（Figure 2-3A）。一方、BJAB 細胞の生存率は、LH2171 によっ
て変化しなかった（Figure 2-3B）。これらの結果から、LH2171 は、BJAB 細胞
に対して細胞毒性を示さないことが分かった。次に、LH2171 が、BJAB 細胞
の細胞周期の進行に影響を与えているのか否かを明らかにするため、BJAB 細
胞に LH2171 を添加して培養し、72 時間後に PI 染色により G0/G1 期、S 期及
び G2/M 期の細胞の割合を算出した。その結果、LH2171 は、BJAB 細胞にお
いて、G0/G1 期の細胞の割合を有意に減少させ、S 期及び G2/M 期の細胞の割
合を有意に増加させた（Figure 2-3C）。これらの結果から、LH2171 は、BJAB
細胞の細胞周期の進行を抑制していることが分かった。  
  
 37 
 
２－３－３．LH2171 は BJAB 細胞の JNK シグナルを抑制して CDC2 の発現を
抑制する  
 BJAB 細胞を含むヒト及びマウスの B 細胞由来の株化細胞では、恒常的な
JNK シグナルの活性化が増殖に必要であることが報告されている［96］。そこ
で我々は、LH2171 による BJAB 細胞の増殖抑制作用に、 JNK シグナルが関与
しているのか否かを検討した。BJAB 細胞に LH2171 を添加して培養し、72 時
間後に JNK及び c-Junの発現及びリン酸化をウェスタンブロッティングにより
測定した。その結果、LH2171 は、JNK の発現及びリン酸化を有意に抑制した
（Figure 2-4A）。また、LH2171 は、c-Jun のリン酸化も有意に抑制した。一方、
LH2171 は c-Jun の発現には影響を与えなかった（Figure 2-4B）。これらの結果
から、LH2171 は、BJAB 細胞において、 JNK シグナルを抑制していることが
分かった。  
 G2/M 期の細胞周期の進行に必要な CDC2 は、JNK シグナルによって発現が
制御されている［97, 98］。また、c-Jun の欠失は、CDC2 の発現を減少させ、
G2/M 期の細胞を蓄積させることで細胞周期の進行を抑制することが報告され
ている［97］。LH2171 が、BJAB 細胞において、G2/M 期の細胞の割合を増加
させたことから（Figure 2-3C）、次に我々は、LH2171 による BJAB 細胞の増殖
抑制作用に、CDC2 が関与しているのか否かを検討した。BJAB 細胞に LH2171
を添加して培養し、72 時間後に CDC2 の発現を測定した。その結果、LH2171
は、CDC2 の発現を有意に抑制した（Figure 2-4C）。これらの結果から、LH2171
は、BJAB 細胞の JNK シグナルを抑制し、CDC2 の発現を抑制していることが
分かった。  
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２－３－４．LH2171 によるコラーゲン誘発関節炎の緩和作用  
LH2171 の免疫調節作用を in vivo で評価するため、マウスの CIA に与える
LH2171 の腹腔内投与の影響を検討した。その結果、関節炎の発症率は、LH2171
の投与により有意に低下した（Figure 2-5A）。また、後肢の厚さ及び関節炎の
スコアも、LH2171 の投与により有意に低下した（Figure 2-5B, C）。さらに、
関節炎の重症化に伴う体重減少も、LH2171 の投与により有意に抑制された
（Figure 2-5D）。  
 
２－４．考察  
 我々は、LH2171 が、LPS 刺激下のマウスの T 細胞及び B 細胞並びにヒトの
リンパ球由来の Jurkat細胞及び BJAB細胞の増殖を抑制することを明らかにし
た。また、BJAB 細胞を用いた LH2171 による増殖抑制作用の機序解析では、
LH2171 が JNK シグナルの抑制を介して CDC2 の発現を抑制し、細胞周期の進
行を抑制していることを明らかにした。さらに、LH2171 の腹腔内投与が、マ
ウスの CIA の緩和に有効であること明らかにした。  
 リンパ球の活性化及び増殖を担う細胞内シグナル伝達経路には、ERK、p38
及び JNK などの MAPK や NF-κB などのシグナル因子が関与する［33, 34］。T
細胞の増殖には、ERK 及び JNK シグナルが必要であることが報告されている
［35, 36］。また、B 細胞の増殖には、ERK 及び p38 シグナルが必要であるこ
とが報告されている［37, 38］。B 細胞由来の株化細胞である BJAB 細胞では、
JNK シグナルの恒常的な活性化が増殖に必要であり、 JNK シグナルの阻害剤
である SP600125 は、BJAB 細胞の増殖を強力に抑制することが報告されてい
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る［96］。JNK は、MKK4 及び MKK7 によってリン酸化されて活性化し、転写
因子である c-Jun をリン酸化して活性化させる［99, 100］。リン酸化された c-Jun
は、他の AP-1 ファミリーと共にホモ 2 量体又はヘテロ 2 量体形成し、様々な
標的遺伝子の転写を促進する［101］。本研究において、LH2171 は、BJAB 細
胞の JNK 及び c-Jun のリン酸化を抑制した。また、LH2171 は、BJAB 細胞の
JNK の発現も抑制した。これらの結果から、LH2171 は、BJAB 細胞の JNK の
活性化を、リン酸化のレベルではなく、タンパク質発現のレベルで抑制した可
能性が示唆された。  
 JNK シグナルは、サイクリン及びサイクリン依存性キナーゼ（CDKs）の発
現や活性を制御することで、細胞周期を制御することが知られている。CDC2
は、G2 期から M 期への進行に必要な制御因子であり、その発現は JNK シグ
ナルによる制御を受けている［97, 98］。また、c-Jun の欠失は、CDC2 の発現
を減少させ、G2 期から M 期への細胞周期の進行を抑制することが報告されて
いる［97］。本研究では、LH2171 が、BJAB 細胞において、G2/M 期の細胞の
割合を増加させ、CDC2 の発現を強く抑制した。これらの結果から、LH2171
は、 JNK シグナルの抑制を介して CDC2 の発現を抑制し、細胞周期の進行を
抑制することで、細胞の増殖を抑制した可能性が示唆された。  
 LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用の作用因子を同定するためには、更
なる検討が必要である。L. gasseri OLL2809 の菌体及びその RNA は、Myd88
シグナルを介してマウスの T 細胞の増殖を抑制することが報告されている
［30］。細菌及びウイルスの RNA は、Toll 様受容体（Toll-like receptor; TLR）3
及び TLR7 によって細胞に認識される。BJAB 細胞は、TLR3 及び TLR7 を発現
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していることが報告されているが［102］、我々の検討では、TLR3 リガンドで
ある poly（ I:C）及び TLR7 リガンドである imiquimod を BJAB 細胞に作用させ
ても増殖は抑制されなかった（data not shown）。この結果から、LH2171 によ
る BJAB 細胞の増殖抑制作用に、TLR3 及び TLR7 のシグナルは関与しない可
能性が示唆された。  
 我々は、マウスの CIA を、リンパ球の過剰な活性化及び増殖による炎症性
疾患のモデルとし、LH2171 の免疫抑制作用の評価に用いた。その結果、LH2171
の腹腔内投与は、CIA の緩和に有効であることが分かった。T 細胞及び B 細胞
は、CIA の病態形成において中心的な役割を果たすことが知られている［32, 
102］。そのため、LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用が、CIA の緩和に寄
与した可能性が考えられる。しかし、LH2171 による CIA の緩和作用の機序を
解明するためには、更なる検討が必要である。  
  
 41 
 
２－５．図表  
 
 
Figure 2-1. LH2171 suppressed the proliferation of mouse and human immune 
cells. Splenocytes from C57BL/6N mice (A) were cultured with LPS (10 µg/mL) in 
the presence or absence of Lactobacillus helveticus SBT2171 (LH2171), 
Lactobacillus helveticus  JCM1120T (LH1120T), and Lactobacillus gasseri 
JCM1131
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 (LG1131T) for 72 hours. CD3
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cell proliferation rate was measured using a Cell Counting Kit -8 (Dojindo, 
Kumamoto, Japan). Data are expressed as means ± SEM (n = 3) and compared with 
the control (** P < 0.01, *** P < 0.001) by Tukey-Kramer’s test (A) and Student’s 
t-test (B).  
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Figure 2-2. LH2171 suppressed the proliferation of human lymphoma cell lines.  
Jurkat cells (A) and BJAB cells (B) were cultured in the presence or absence of 
Lactobacillus helveticus  SBT2171 (LH2171) and Lactobacillus gasseri JCM1131T 
(LG1131T) for 72 hours. After cultivation, the cell proliferation rate was measured 
using a Cell Counting Kit-8 (Dojindo, Kumamoto, Japan). Data are expressed as 
means ± SEM (n = 3) and compared with the control (**  P < 0.01) by 
Tukey-Kramer’s test.  
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Figure 2-3. LH2171 inhibited the cell cycle progression in BJAB cells.  BJAB 
cells were cultured in the presence or absence of Lactobacillus helveticus  SBT2171 
(LH2171) (100 µg/mL) for 72 hours. After cultivation, viable cell number (A) and 
viability (B) were calculated by trypan blue dye exclusion assay, and cell cycle (C) 
was analyzed by propidium iodide (PI) staining. Data are expressed as means ± SEM 
(n = 3) and compared with the control (** P < 0.01, *** P < 0.001) by Student’s 
t-test.  
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Figure 2-4. LH2171 reduced CDC2 expression through the suppression of c -Jun 
N-terminal kinase (JNK) signaling pathway in BJAB cells . BJAB cells were 
cultured in the presence or absence of Lactobacillus helveticus SBT2171 (LH2171) 
(100 µg/mL) for 72 hours. The cell lysates were analyzed by western blotting to 
detect the expression of phosphorylated and total protein of JNK (A), c -Jun (B), and 
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CDC2 (C) in triplicate (indicated as 1-3 on the gels). Relative expression of each 
protein normalized by β-actin expression was quantitated. Data are expressed as 
means ± SEM (n = 3) and compared with the control (*  P < 0.05, ** P < 0.01, *** P 
< 0.001) by Student’s t-test.  
  
 47 
 
 
 
 
Figure 2-5. LH2171 alleviated collagen-induced arthritis (CIA) in mice.  To 
induce arthritis, DBA/1J mice (8-week-old) were immunized with an emulsion of 
100 µg of bovine type II collagen (CII) which was dissolved in 0.05 M acetic acid 
and emulsified in Complete Freund’s Adjuvant (CFA), and with repeated 
immunization after 21 days. LH2171 group mice were administered with 1mg 
heat-killed Lactobacillus helveticus SBT2171 (LH2171) by the intraperitoneal 
injection three times a week after the first immunization and daily after the second 
immunization. The control group mice were administered PBS with the same 
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frequency. After the second immunization, mice were observed for measurement of 
arthritis incidence (A), disease severity score (B), paw thickness (C), and body 
weight change (D). Data are expressed as means ± SEM (n =10) and compared with 
the control group by log-rank test (A) and two-way repeated measures ANOVA (B, C, 
D). 
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第３章 Lactobacillus gasseri SBT2055 による IgA 抗体産生誘導作用及びその  
制御機構  
 
３－１．序論  
LG2055 は、ヒトの糞便から単離された乳酸菌であり、整腸作用をもつプロ
バイオティクスとしてヨーグルトに使用されている。これまでに、LG2055 の
健康機能として、ヒトの血中コレステロール低下作用［68］、ヒト及びラット
の内臓脂肪蓄積抑制作用が報告されている［69-71］。一方、LG2055 の免疫調
節機能としては、先行研究において、マウスに LG2055 を摂取させると、イン
フルエンザウイルス感染が抑制されることが報告されている［72］。また、母
マウスに LG2055 を摂取させると、母乳中の IgA 抗体量が増加し、仔マウスの
ロタウイルス感染が抑制されることも報告されている［73］。これらの報告か
ら、LG2055 の摂取は、腸管において IgA 抗体産生を誘導し、宿主の感染防御
能を増強する可能性が考えられる。IgA 抗体は、体内で最も多量に産生される
免疫グロブリンであり、そのほとんどが腸内で産生されている。腸内で産生さ
れる IgA 抗体は、病原性微生物の腸管上皮細胞への付着及び感染を阻止し、
細菌由来毒素を中和する機能がある［49］。腸内での IgA 抗体産生には、腸内
細菌叢が GALT を恒常的に刺激することが必要である［51-54］。GALT におけ
る IgA 抗体産生誘導では、パイエル板において、樹状細胞と T 細胞の作用に
より、 IgM 陽性 B 細胞から IgA 陽性 B 細胞への IgA クラススイッチが誘導さ
れる。IgA 陽性 B 細胞は、循環血液中へと遊走した後に腸管の粘膜固有層への
移動し、そこで IgA 産生形質細胞に分化して IgA 抗体を産生する。ある種の
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乳酸菌は、腸管での IgA 抗体産生を促進することが報告されている［42-46］。
しかし、乳酸菌が、腸管での IgA 抗体産生を誘導する詳細な制御機構につい
ては不明である。そこで、本研究では、LG2055 が腸管での IgA 抗体産生を誘
導するのか否かを、健常マウスを用いて in vivo で検証し、その制御機構を B
細胞及び樹状細胞の共培養系を用いて in vitro で検討した。  
 
３－２．実験材料及び方法  
３－２－１．乳酸菌  
Lactobacillus gasseri（L. gasseri）SBT2055（LG2055）は、雪印メグミルク（東
京、日本）において単離された［66］。LH2055 は、2 L の Lactobacilli MRS broth
（BD Bioscience, CA, USA）に接種し、37℃で 18時間培養した。培養後、5,000×g、
4℃で 10 分間遠心して菌体を回収した。動物実験に使用するため、回収した菌
体を超純水で 2 回洗浄した後、500 mL の 10%（w/v）乳糖水溶液に分散して凍
結乾燥した。凍結乾燥粉末は、1.2×1011 cfu/g の LG2055 生菌体を含み、65%が
乳糖であった。得られた LG2055-乳糖粉末は、動物実験に使用するまで -80℃
で保存した。細胞実験に使用するため、培養後に遠心により回収した LG2055
の菌体を、超純水で 2 回洗浄した後に凍結乾燥した。凍結乾燥菌体を 1× PBS
で 10 mg/mL に懸濁し、80℃で 30 分間加熱して殺菌した。細胞実験では、対
照の乳酸菌として、L. gasseri JCM1131T（LG1131T）、Lactobacillus helveticus  
SBT2171（LH2171）及び Lactobacillus acidophilus SBT2062（LA2062）を用い
た。LH2171 はチーズの製造に使用されており［59-61］、LA2062 はプロバイオ
ティクスとして過去にヨーグルトに応用されていた［104］。LG1131T、LH2171
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及び LA2062 の菌体は、細胞実験に使用するための LG2055 の菌体と同じ方法
で調製した。  
 
３－２－２．マウス  
BALB/c マウス（雄）は、日本チャールス・リバー（神奈川、日本）及び日
本エスエルシー（静岡、日本）より購入した。雪印メグミルク株式会社ミルク
サイエンス研究所の動物実験施設における全ての動物実験は、NIH Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals（National Research Council）に従って実
施した。北海道大学遺伝子病制御研究所の動物実験施設における全ての実動物
験は、国立大学法人北海道大学動物実験に関する規程に則り実施した。  
 
３－２－３．試薬及び抗体  
DNase I 及び Collagenase D は、Roche Diagnostics（Mannheim, Germany）よ
り購入した。Collagenase type I、SB505124 及び BAFF は、Sigma-Aldrich（MO, 
USA）より購入した。Granulocyte macrophage colony stimulating factor（GM-CSF）
及び LE135 は、和光純薬工業（大阪、日本）より購入した。Lipopolysaccharide
（LPS）、Pam3CSK4 及び FSL-1 は、InvivoGen（CA, USA）より購入した。TGF-β1
は、R&D Systems（MN, USA）より購入した。Allophycocyanin（APC）標識抗
マウス CD11c 抗体（clone: N418）、Fluorescein isothiocyanate（FITC）標識抗マ
ウス CD11c 抗体（clone: N418）、Phycoerythrin（PE）標識抗マウス MHC-II 抗
体（ I-A/I-E, clone: M5）、抗マウス CD16/CD32 抗体及び 7-amino-actinomycin D
（7-AAD）は、Biolegend（CA, USA）より購入した。FITC 標識抗マウス IgA
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抗体（clone: C10-3）及び PE 標識抗マウス CD19 抗体は、BD Bioscience より
購入した。PE 標識抗マウス B220 抗体（clone: RA3-6B2）及び抗ヒト／マウス
TLR2 抗体は、eBioscience（CA, USA）より購入した。  
 
３－２－４．動物実験  
AIN-93 飼料を基本にして、LG2055 配合飼料と対照飼料を作製した。LG2055
配合飼料には LH2055-乳糖粉末を 1%配合した。対照飼料には乳糖を 0.65%配
合し、LG2055 配合飼料と対照飼料で乳糖の含有量に差がないように調節した。
BALB/c マウス（雄、6 週齢）20 匹を 1 週間飼育して順化させた後、平均体重
がほぼ等しくなるように 10 匹ずつ対照群と LG2055 摂取群の 2 群に分けた。
対照群には対照飼料を、LG2055 摂取群には LG2055 配合飼料を自由摂取させ
た。飼料は毎日新しいものに交換した。飼料は -20℃で保存し、LG2055 配合飼
料中の LG2055生菌体が実験終了まで常に 1.0×109 cfu/g 以上であることを確認
した。飲用水は両群共に脱イオン水を自由摂取させた。5 週間の摂取期間後、
全てのマウスをイソフルラン（インターベット、東京、日本）麻酔下で屠殺し
て解剖し、小腸と大腸を摘出した。小腸の管腔を 10 mL の冷 1× PBS で洗浄し
た。洗浄後の小腸からパイエル板を分離し、FCM 解析に用いた。小腸の上部
5 cm を空腸とし、下部 5 cm を回腸として分離した。大腸は縦に切り開いて内
容物を除去し、冷 1× PBS で洗浄した。空腸、回腸及び大腸の重量を測定し、
cOmplete Mini protease inhibitor cocktail（Roche Diagnostics, Mannheim, Germany）
を添加した 1× PBS, 50 mM Tris-HCl（pH 6.8）を 40 倍量加え、ULTRA-TURRAX 
T25（ IKA-Werke, Staufen im Breisgau, Germany）を用いて破砕した。組織破砕
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液中の残渣は、10,000×g で 15 分間遠心して除去した。組織破砕液中のタンパ
ク質濃度を、BCA protein assay（Thermo Scientific, IL, USA）を用いて測定した。  
 
３－２－５．細胞分離  
パイエル板を細胞培養培地（1× RPMI 1640、10% FBS、10 mM HEPES、2 mM 
L-グルタミン、100 U/mL ペニシリン、100 µg/mL ストレプトマイシン、0.05 mM 
2-メルカプトエタノール）中ですり潰し、 70-µm セルストレイナー（ BD 
Bioscience）を通して、パイエル板細胞の分散液を得た。パイエル板細胞は 1× 
PBS で 2 回洗浄した後、細胞培養培地に再分散させた。粘膜固有層細胞を分離
するため、パイエル板を取り除いた小腸を 5～7 等分して洗浄液（1× HBSS、
5% FBS、5 mM EDTA）に入れ、ローターを用いて 150 rpm で撹拌しながら 37℃
で 30 分間洗浄した。洗浄液を新しいものに交換してさらに 2 回洗浄した後、
小腸組織を細かく切って小片にし、酵素液（ 1× RPMI 1640、1 mg/mL collagenase 
type I、10 µU/mL DNase I）に入れ、スターラーで撹拌しながら 37℃で 60 分間
反応させた。反応後、44%と 70%の Percoll（GE Healthcare,  Buckinghamshire, UK）
溶液を用いた密度勾配遠心（1,500×g、20 分間）により、小腸の粘膜固有層細
胞を回収した。粘膜固有層細胞は 1× PBS で 2 回洗浄した後、細胞培養培地に
再分散させた。  
 
３－２－６．FCM 解析  
小腸のパイエル板細胞及び粘膜固有層細胞を、抗マウス CD16/CD32 抗体で
処理した後、FITC 標識抗マウス IgA 抗体及び PE 標識抗マウス B220 抗体で染
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色した。染色後の細胞を FACSCanto II フローサイトメータ （ーBD Bioscience）
用いて解析した。7-AAD により死細胞をゲーティングアウトした。得られた
データは FACSDiva ソフトウェア（BD Bioscience）により解析した。  
 
３－２－７．パイエル板細胞からの CD11c+細胞の除去及び脾細胞からの B 細
胞の分離  
BALB/c マウス（雄、6～10 週齢）をイソフルラン（インターベット）麻酔
下で屠殺して解剖し、小腸のパイエル板及び脾臓を摘出した。パイエル板を洗
浄液（1× PBS、2 mM EDTA）に入れ、ローターで撹拌しながら 37℃で 45 分間
洗浄して、上皮細胞を除いた。洗浄後のパイエル板を酵素液（ 1× RPMI 1640、
2 mg/mL collagenase D、10 µg/mL DNase I）に入れ、スターラーで撹拌しなが
ら 37℃で 30 分間反応させた。反応後のパイエル板をすり潰し、70-µm セルス
トレイナー（BD Bioscience）を通して、パイエル板細胞の分散液を得た。パ
イエル板細胞中から CD11c+細胞を除去するため、パイエル板細胞を抗マウス
CD11c 抗体磁気ビーズ（Miltenyi Biotec）で標識した後、LD カラム（Miltenyi 
Biotec）に通して、カラムを通過した CD11c-細胞を回収した。パイエル板細胞
中から CD11c+細胞を分離するため、磁気ビーズで標識したパイエル板細胞を
LS カラム（Miltenyi Biotec）に通して、カラムに吸着した細胞を回収した。
CD11c
+細胞の純度を上げるため、カラムから回収した細胞を APC 標識抗マウ
ス CD11c 抗体及び PE 標識抗マウス CD19 抗体で染色した後、FACSAria II セ
ルソーター（BD Bioscience）を用いて、CD11c+ CD19 -細胞を分取した（純度
95%以上）。脾細胞中から B 細胞を分離するため、脾細胞を抗マウス IgM 抗体
 55 
 
磁気ビーズ（Miltenyi Biotec）で標識した後、LS カラム（Miltenyi Biotec）に
通して、カラムに吸着した IgM+細胞を回収した（純度 95%以上）。回収した IgM+
細胞を B 細胞として使用した。  
 
３－２－８．骨髄由来樹状細胞（BMDC）の調製  
BALB/c マウス（雄、6～10 週齢）をイソフルラン（インターベット）麻酔
下で屠殺して解剖し、大腿骨及び脛骨を摘出した。細胞培養培地を入れたシリ
ンジで大腿骨及び脛骨から骨髄を押し出し、ピペッティングで分散させて、骨
髄細胞の分散液を得た。骨髄細胞を細胞培養培地に分散し、4.0×106 cells/dish 
の密度で 100-mm 細胞培養用ディッシュに播いて、GM-CSF（40 ng/mL）を添
加して 8 日間培養した。培養後、1,500 rpm で 5 分間遠心して細胞を回収した。
回収した細胞を抗マウス CD16/CD32 抗体で処理した後、FITC 標識抗マウス
CD11c 抗体及び PE 標識抗マウス MHC-II 抗体で染色し、FACSAria II セルソー
ター（BD Bioscience）を用いて CD11c+ MHC-II+細胞を分取した（純度 95%以
上）。分取した CD11c+ MHC-II+細胞を BMDC として使用した。  
 
３－２－９．細胞培養  
BMDC（5.0×105）を 12-well 細胞培養用プレートに播き、LG2055（20 µg/mL）
及び SB505124（5 µM）の存在下又は非存在下で 48 時間培養した。培養後、
遠心により BMDC を回収し、RNA を抽出してリアルタイム PCR により遺伝子
発現を解析した。また、培養上清を回収し、サイトカイン測定まで -80℃で保
存した。B 細胞（5.0×105）を 96-well 細胞培養用丸底プレート（BD Bioscience）
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に播き、LG2055（10 µg/mL）、BAFF（500 ng/mL）、TGF-β1（0.001～1 ng/mL）
及び LPS（10 µg/mL）の存在下又は非存在下で 7日間培養した。B細胞（5.0×105）
を、パイエル板細胞から分離した CD11c+細胞（0.5×105）又は BMDC（1.0×105）
と共に 96-well 細胞培養用丸底プレート（BD Bioscience）に播き、LG2055（10 
µg/mL）、LE135（500 nM）、SB505124（5 µM）、抗ヒト／マウス TLR2 抗体（5 
µg/mL）、Pam3CSK4（1 µg/mL）及び FSL-1（1 µg/mL）の存在下又は非存在下
で 7 日間培養した。細胞間の接触をなくすため、B 細胞（2.0×106）及び BMDC
（ 1.0×105）を、トランスウェルを入れた 24-well 細胞培養用プレート（BD 
Bioscience）に播き、LG2055（20 µg/mL）の存在下又は非存在下で 7 日間培養
した。培養後、培養上清を回収し、 IgA 抗体測定まで -80℃で保存した。  
 
３－２－１０．RNA 抽出とリアルタイム PCR 
 BMDC から TRIzol（Molecular Research Center, OH, USA）を用いてトータル
RNA を抽出し、TaqMan Reverse Transcription Reagent Kit（Applied Biosystems, 
CA, USA）を用いて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。cDNA を鋳型とし
て、Applied Biosystems の TaqMan Universal PCR Master Mix 及び TaqMan Gene 
Expression Assay（BAFF: assay ID Mm00446347_m1、APRIL: assay ID 
Mm00840215_g1、RALDH2: assay ID Mm00501306_m1、β-actin: assay ID 
Mm00607939_s1）を用いて、リアルタイム PCR を行った。反応には ABI PRISM 
7000 リアルタイム PCR システム（Applied Biosystems）を使用し、95℃で 20
秒間加熱した後、95℃で 3 秒間、60℃で 30 秒間を 1 サイクルとして、40 サイ
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クル反応を行った。各遺伝子の発現量は、β-actin 遺伝子の発現量で標準化し
た。  
 
３－２－１１．抗体及びサイトカインの測定  
 組織破砕液及び培養上清中の IgA 抗体は、ELISA キット（Bethyl Laboratories, 
TX, USA）を用いて測定した。培養上清中の IL-5、IL-6、IL-10、TGF-β（Biolegend）
及び BAFF（R&D Systems）は、ELISA キットを用いて測定した。  
 
３－２－１２．統計解析  
測定データは平均値±標準偏差で示している。特に記載が無い限り、多群間
では一元配置分散分析法と Tukey-Kramer 法または Dunnett 法による検定を行
い、2 群間では t 検定を行った。検定には StatView ソフトウェア（SAS Institute, 
NC, USA）を用い、P 値が 0.05 よりも小さい場合に統計学的に有意とした。  
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３－３．結果  
３－３－１．LG2055 は小腸において IgA 抗体産生を誘導する  
LG2055 の IgA 抗体産生誘導能を in vitro で評価するため、マウスのパイエ
ル板細胞の IgA 抗体産生に与える LG2055 の影響を検討した。検討には、対照
の乳酸菌として、LG1131T、LH2171 及び LA2062 を用いた。パイエル板細胞
に各乳酸菌を添加して 7 日間培養した後、培養上清中の IgA 抗体量を測定し
た。その結果、LG2055 は、他の乳酸菌と比較して最も強く IgA 抗体産生を増
加させた（Figure 3-1A）。また、LH2055 は、培養時間及び濃度依存的に IgA
抗体産生を増加させた（Figure 3-1B, C）。続いて、LG2055 の IgA 抗体産生誘
導能を in vivo で評価するため、マウスの小腸での IgA 抗体産生に与える
LG2055 の影響を検討した。マウスに LG2055 を添加した飼料を 5 週間摂取さ
せた後、小腸組織中の IgA 抗体量及び腸管組織中の IgA 抗体陽性細胞の割合
を測定した。その結果、LG2055 の摂取により、空腸及び回腸組織中の IgA 抗
体量が有意に増加した（Figure 3-1D）。また、パイエル板中の IgA 陽性 B 細胞
（ IgA+B220+細胞）の割合及び小腸粘膜固有層中の IgA 産生形質細胞
（ IgA+B220 -細胞）の割合も、LG2055 の摂取により有意に増加した（Figure 3-1E, 
F）。  
 
３－３－２．LG2055 による IgA 抗体産生誘導には樹状細胞が重要である  
 LG2055 による IgA 抗体産生誘導に樹状細胞が関与するのか否かを明らかに
するため、パイエル板細胞から樹状細胞（CD11c+細胞）を除去した場合と除
去しない場合とで、LG2055 による IgA 抗体産生誘導に差が生じるのかを検討
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した。CD11c+細胞を除去したパイエル板細胞及び CD11c+細胞を除去していな
いパイエル板細胞に LG2055 を添加して 7 日間培養した後、培養上清中の IgA
抗体量を測定した。その結果、CD11c+細胞を除去していないパイエル板細胞
と比較して、CD11c+細胞を除去したパイエル板細胞では、LH2055 の添加によ
る IgA 抗体産生が有意に低下した（Figure 3-2A）。LG2055 による IgA 抗体産
生誘導への樹状細胞の関与をさらに検証するため、マウスの脾臓から分離した
B 細胞（ IgM+細胞）を単独で、もしくは、パイエル板から分離した樹状細胞
（CD11c+細胞）又は BMDC と共に培養し、LG2055 を添加してから 7 日間後に
培養上清中の IgA 抗体量を測定した。その結果、 LG2055 は、B 細胞を単独
で培養した場合でも IgA 抗体産生を増加させたが、B 細胞をパイエル板由来の
樹状細胞及び BMDC と共に培養した場合の方が、より強く IgA 抗体産生を増
加させた（Figure 3-2B, C）。続いて、LG2055 による IgA 抗体産生誘導に、樹
状細胞から産生される可溶性因子又は樹状細胞と B 細胞との細胞接着のどち
らが関与するのかを検討した。B 細胞及び BMDC を、トランスウェルを入れ
たプレートで培養し、LG2055 を添加してから 7 日間後に培養上清中の IgA 抗
体量を測定した。その結果、LG2055 による IgA 抗体産生は、トランスウェル
を入れた場合と入れない場合とで差がなかった（Figure 3-2D）。この結果から、
LG2055 による IgA 抗体産生誘導には樹状細胞から産生される可溶性因子が必
要であることが分かった。  
 
３－３－３．LG2055 による IgA 抗体産生誘導に関与する因子  
 LG2055 により樹状細胞から産生される可溶性因子を明らかにするため、
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BMDC を LG2055 存在下で 48 時間培養した後に、 IgA 抗体産生に関与する遺
伝子の発現量及びサイトカイン産生量を測定した。その結果、LG2055 により、
BAFF 及びレチノイン酸合成酵素である Retinaldehyde dehydrogenase 2
（RALDH2）の発現量が有意に増加した。一方、LG2055 は APRIL の発現量に
影響を与えなかった（Figure 3-3）。また、LG2055 により、TGF-β、 IL-6 及び
IL-10 の産生量が有意に増加した。一方、LG2055 は IL-5 の産生量に影響を与
えなかった（Figure 3-3）。これらの結果から、LG2055 により、BMDC におい
て、 IgA 抗体産生に関与する複数の因子の産生が誘導されることが分かった。 
 LG2055 による IgA 抗体産生誘導への TGF-β 及び RALDH2 の関与をさらに
検証するため、TGF-β 受容体の阻害剤である SB505124 及びレチノイン酸受容
体の阻害剤である LE135 を用いた検討を行った。マウスの脾臓から分離した B
細胞及び BMDC を LG2055 存在下で共培養し、SB505124 又は LE135 を添加し
た場合の IgA 抗体産生に与える影響を評価した。その結果、 SB505124 は、
LG2055 による IgA 抗体産生の増加を有意に低下させた。一方、LE135 は、
LG2055 による IgA 抗体産生の増加に影響を与えなかった（Figure 3-4A）。こ
れらの結果から、LG2055 による IgA 抗体産生誘導には、TGF-β シグナルが関
与することが分かった。  
 TGF-β 及び BAFF は、B 細胞の IgA クラススイッチに必要であることが知ら
れている。そこで、B 細胞を TGF-β 及び LG2055 存在下で培養した場合に、IgA
抗体産生が誘導されるのかを検討した。これまでに報告されているように［105, 
106］、B 細胞を TGF-β 及び LPS 存在下で培養すると、 IgA 抗体産生が誘導さ
れた。一方、B 細胞を TGF-β 及び LG2055 存在下で培養しても、IgA 抗体産生
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は誘導されなかった（Figure 3-4B）。次に、B 細胞を BAFF 及び LG2055 存在
下で培養した場合に、 IgA 抗体産生が誘導されるのかを検討した。その結果、
BAFF 及び LG2055 存在下で培養した B 細胞では、 IgA 抗体産生が誘導された
（Figure 3-4C）。一方、BAFF 及び LA2062 存在下で培養した B 細胞では、IgA
抗体産生が誘導されなかった（Figure 3-4D）。  
 
３－３－４． IgA 抗体産生誘導因子の産生には TGF-β が必要である  
 LG2055 による IgA 抗体産生誘導において、BMDC での IgA 抗体産生誘導因
子の産生に TGF-β シグナルが関与するのか否かを検討した。BMDC を LG2055
存在下で培養し、SB505124 を添加した場合の IgA 抗体産生誘導因子の産生量
に与える影響を評価した。その結果、SB505124 は、BAFF 及び TGF-β の産生
量を LG2055 非存在下の場合と同程度まで低下させ、IL-6 及び IL-10 の産生量
を部分的に低下させた（Figure 3-5）。これらの結果から、BMDC での IgA 抗体
産生誘導因子の産生に、TGF-β シグナルが関与することが分かった。  
 
３－３－５．LG2055 は TLRs を介して IgA 抗体産生を誘導する  
 先行研究において、LG2055 は、TLR4 欠失マウスの脾細胞の IgA 抗体産生
を誘導し、TLR2 欠失マウスの脾細胞では IgA 抗体産生を誘導しないことが報
告されている［73］。そこで、LG2055 による IgA 抗体産生誘導に TLR2 が関与
するのか否かを検証するため、TLR2 中和抗体を用いた検討を行った。マウス
の脾臓から分離した B 細胞及び BMDC を LG2055 存在下で共培養し、TLR2 中
和抗体を添加した場合の IgA 抗体産生に与える影響を評価した。その結果、
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TLR2 中和抗体の添加は、B 細胞を単独で培養した場合及び BMDC と共培養し
た場合の LG2055 による IgA抗体産生の増加を有意に低下させた（Figure 3-6A）。
また、TLR1/2 のリガンドである Pam3CSK4 及び TLR2/6 のリガンドである
FSL-1 を、B 細胞及び BMDC の共培養系に添加すると、IgA 抗体産生が有意に
増加した（Figure 3-6B）。これらの結果から、LG2055 による IgA 抗体産生誘導
には、TLR2 シグナルが関与することが分かった。  
 
３－４．考察  
 L. gasseri は、ヒトの小腸における Lactobacillus 属乳酸菌の優占種であり
［107］、本研究で用いた LG2055 は、ヒトの糞便から単離された菌株である。
先行研究において、母マウスに LG2055 を摂取させると、母乳中の IgA 抗体量
が増加し、仔マウスのロタウイルス感染が抑制されることが報告されている
［73］。本研究において、我々は、マウスに LG2055 を摂取させると、小腸に
おいて IgA 抗体産生が誘導されることを明らかにした。LG2055 の摂取による
小腸での IgA 抗体産生の誘導は、病原性微生物の腸管上皮細胞への付着及び
感染の阻止や、細菌由来毒素の中和に寄与すると考えられる。腸管での IgA
抗体産生を誘導する乳酸菌は多く報告されている。しかし、 in vitro で IgA 抗
体産生を誘導することが確認されている乳酸菌であっても、 in vivo では IgA
抗体産生の誘導が確認されない場合が多い［54, 108, 109］。プロバイオティク
スとして利用されている乳酸菌の免疫系への作用は、同じ種であっても菌株に
よって異なることが知られている［110］。本研究では、LG2055 が、in vitro 及
び in vivo において IgA 抗体産生を誘導することを確認した。さらに、LG2055
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による in vitro での IgA 抗体産生の誘導は、 L. gasseri の基準株及び他の
Lactobacillus 属乳酸菌よりも強いことが分かった（Figure 3-1A）。これらの結
果から、LG2055 は、Lactobacillus 属乳酸菌の中でも、 IgA 抗体産生誘導能が
強い菌株である可能性が示唆された。最近の研究から、IgA 抗体産生は、腸内
細菌叢の維持に重要な役割を果たしていることが分かっている［111-113］。
LG2055 の摂取は、ヒトの糞便中の Staphylococcus 属細菌（ブドウ球菌）の割
合及び腸内の有害物質である p-クレゾールの濃度を低下させることが報告さ
れている［66, 67］。そのため、LG2055 による IgA 抗体産生の誘導は、腸内細
菌叢を健全な状態に維持することに役立つと考えられる。  
 腸管の樹状細胞は、TGF-β、 IL-6、 IL-10、APRIL、BAFF 及びレチノイン酸
などの可溶性因子を産生し、IgA 抗体産生の誘導に重要な役割を果たすことが
知られている［56-58］。プロバイオティクスとして利用されている乳酸菌は、
樹状細胞と相互作用することで、樹状細胞のサイトカイン産生及び機能を調節
することが報告されている［114, 115］。そこで、我々は、LG2055 による IgA
抗体産生誘導における樹状細胞の役割を検討した。B 細胞及びパイエル板由来
樹状細胞（CD11c+細胞）又は BMDC の共培養系による検討では、LG2055 によ
る IgA 抗体産生誘導には樹状細胞が必要であることが分かった（Figure 3-2）。
また、LG2055 との相互作用により、樹状細胞では、 IgA 産生誘導に関与する
BAFF、RALDH2、TGF-β、IL-6 及び IL-10 の遺伝子及びタンパク質の発現が増
加することが分かった（Figure 3-3）。TGF-β 及び BAFF は、IgM 陽性 B 細胞か
ら IgA 陽性 B 細胞への IgA クラススイッチを誘導し、IL-6 及び IL-10 は、IgA
陽性 B 細胞から IgA 産生形質細胞への分化を誘導することが知られている
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［105］。LG2055 を摂取したマウスでは、パイエル板中の IgA 陽性 B 細胞
（ IgA+B220+細胞）の割合及び小腸粘膜固有層中の IgA 産生形質細胞
（ IgA+B220 -細胞）の割合が増加した（Figure 3-1E, F）。これらの結果から、
LG2055 は、樹状細胞と相互作用することで、 IgA クラススイッチ及び IgA 産
生形質細胞の分化を促進した可能性が示唆された。  
 最近の研究により、腸管の樹状細胞の産生するレチノイン酸は、IgA 抗体産
生を促進することが明らかにされている［116］。また、B 細胞及び BMDC の
共培養系においても、レチノイン酸の添加により BMDC からの TGF-β の産生
が促進され、B 細胞からの IgA 抗体産生が促進されることが報告されている
［ 117］。腸管の樹状細胞が産生する主要なレチノイン酸合成酵素である
RALDH2（ALDH1a2）の遺伝子の発現が、LG2055 により BMDC において増加
したにも関わらず、レチノイン酸受容体の阻害剤である LE135 は、LG2055 に
よる IgA 抗体産生誘導を阻害しなかった（Figure 3-4A）。一方、TGF-β 受容体
の阻害剤である SB505124 は、LG2055 による IgA 抗体産生誘導を阻害した
（Figure 3-4A）。これらの結果から、B 細胞及び BMDC の共培養系における
LG2055 による IgA 抗体産生誘導には、TGF-β シグナルが必要であり、レチノ
イン酸受容体シグナルは関与していない可能性が示唆された。一方、腸管の樹
状細胞の産生するレチノイン酸は、B 細胞に小腸へのホーミングに関与する因
子を発現させることも知られている［116］。我々は、LG2055 を摂取させたマ
ウスの小腸において RALDH2 の遺伝子発現が増加していることを確認してい
る（data not shown）。そのため、LG2055 を摂取したマウスの小腸では、樹状
細胞の産生するレチノイン酸を介した B 細胞の小腸へのホーミングの増加が、
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IgA 抗体産生誘導に関与した可能性が考えられる。  
 BAFF 及びそのホモログである APRIL は、B 細胞の IgA クラススイッチを誘
導することが知られている［118, 119］。また、B 細胞を TLR9 のリガンドであ
るオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）で刺激すると、BAFF 及び APRIL
の受容体である TACI の発現が増加し、 IgA 抗体産生が誘導されることが報告
されており［120］、BAFF 及び APRIL は、TLRs リガンドと協調して IgA 抗体
産生を誘導することが知られている［121］。本研究では、B 細胞を LG2055 の
存在下で培養した場合よりも、LG2055 及び BAFF の存在下で培養した場合の
方が、 IgA 抗体産生が増加することを確認した（Figure 3-4C）。さらに、B 細
胞を単独で培養した場合及び BMDC と共培養した場合の LG2055 による IgA
抗体産生の増加が、TLR2 中和抗体の添加により低下することを確認した
（Figure 3-6A）。これらの結果から、LG2055 は、TLR2 シグナルを介して BAFF
と協調し、B 細胞に IgA 抗体産生を誘導した可能性が示唆された。TLR2 は、
乳酸菌などのグラム陽性菌の細胞壁に含まれるペプチドグリカンやリポテイ
コ酸を認識する。TLR2 シグナルを活性化する LG2055 の作用因子を特定する
ためには、更なる検討が必要である。本研究において、LG2055 と同じ
Lactobacillus 属乳酸菌である LA2062 を BAFF と共に B 細胞に作用させても、
IgA 抗体産生は増加しなかった（Figure 3-4D）。同じ Lactobacillus 属乳酸菌で
あっても、細胞壁に含まれるペプチドグリカンやリポテイコ酸などの成分の量
は、菌株によって大きく異なることが知られている［122］。そのため、LG2055
及び LA2062 による IgA 抗体産生誘導能の違いは、細胞壁に含まれる TLR2 リ
ガンドの量の違いに起因している可能性が考えられる。  
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我々は、B 細胞及び BMDC の共培養系において、TGF-β 受容体の阻害剤で
ある SB505124 が、LG2055 による IgA 抗体産生誘導を阻害することを確認し
（Figure 3-4A）、LG2055 による IgA 抗体産生誘導に TGF-β シグナルが必要で
あること明らかにした。また、B細胞を LG2055存在下で培養した場合に、TGF-β
を添加しても IgA 抗体産生が増加しなかったことから（Figure 3-4B）、LG2055
の IgA 抗体産生誘導における TGF-β の標的細胞は、B 細胞ではなく BMDC で
ある可能性が考えられた。さらに、BMDC を LG2055 存在下で培養すると、IgA
抗体産生誘導因子である BAFF、TGF-β、 IL-6 及び IL-10 の産生量が増加する
が、SB505124 を添加すると、これらの産生量の増加が抑制されることが分か
った。これらの結果から、LG2055 存在下で培養した BMDC において、TGF-β
シグナルは、 IL-6、 IL-10 及び BAFF の発現に必要なだけでなく、TGF-β 自身
の発現にも必要である可能性が示唆された。TGF-β は、マウスのマクロファー
ジにおいて BAFF の発現を誘導することが報告されており［123］、我々の検討
でも、TGF-β が、BMDC において BAFF の発現を誘導することを確認している
（data not shown）。また、最近の研究から、樹状細胞の産生する TGF-β が、オ
ートクライン及びパラクライン効果により、樹状細胞自身の分化又は機能を制
御することが分かっている。例えば、マウスの表皮に存在する未成熟な樹状細
胞は、自身の産生する TGF-β により成熟してランゲルハンス細胞に分化する
ことが知られている［124, 125］。また、自己抗原に対する免疫寛容を誘導す
るマウスの CD8 陽性樹状細胞の機能維持には、自身の産生する TGF-β による
恒常的な刺激が必要であることが知られている［126］。IgA 抗体産生の誘導に
おいて、樹状細胞の産生する TGF-β がオートクライン及びパラクライン効果
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を有するのか否かは不明である。しかし、少なくとも本研究の in vitro の検討
においては、LG2055 の作用により BMDC から産生された TGF-β が、オート
クライン及びパラクライン効果によって、BMDC 自身からの IgA 抗体産生誘
導因子の産生を誘導した可能性が示唆された。  
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３－５．図表  
 
 
Figure 3-1. Augmentation of IgA production by LG2055 in vitro and in vivo. 
Whole Peyer’s patch (PP) cells were cultured with or without each of the four 
Lactobacillus strains (Lactobacillus gasseri SBT2055 (LG2055), Lactobacillus 
gasseri JCM1131 t  (LG1131T), Lactobacillus helveticus SBT2171 (LH2171), 
Lactobacillus acidophilus SBT2062 (LA2062), 10 μg/ml) for 7 days (A). Whole PP 
cells were cultured with 0, 0.1, 1.0, and 10 μg/ml of LG2055 for 7 days (B). Whole 
PP cells were cultured with or without LG2055 (10 μg/ml) for 3, 5, and 7 days (C) 
The amounts of IgA in culture supernatants were determined by ELISA. Each 
experiment was done with tripricate cultures; data are shown as the mean ± SD. The 
values for cells cultured with lactic acid bacteria are compared with that of without 
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the bacteria by one-way ANOVA, Dunnett’s post test (A and B) and the t-test (C). 
Significant differences are indicated by * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. LG2055 
was orally administrated to BALB/c mice for 5 weeks. Amounts of total IgA in 
intestinal tissue extracts (D) were determined by ELIS A. The population of IgA
+
 
B220
+
 cells in PP cells (E) and IgA
+
 B220
-
 cells in LP cells (F) was analyzed by flow 
cytometry. Representative data from two independent experiments are shown. Data 
are shown as the mean ± SD (number of mice n = 10). Significant difference from 
control group at * P < 0.05, ** P < 0.01 was shown by the t-test (D, E, and F).  
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Figure 3-2. Significance of dendritic cell for the induction of IgA production by 
LG2055. (A) Whole Peyer’s patch (PP) cells or CD11c+ cell-depleted PP cells were 
cultured with or without heat treated Lactobacillus gasseri SBT2055 (LG2055, 10 
μg/ml) for 7 days. (B) B cells from the spleen were co -cultured with or without 
CD11c
+
 cells derived from PP cells (left) or BMDC (right) in the presence or 
absence of the LG2055 for 7 days. (C) B cells were co -cultured with or without 
BMDC in the presence or absence of LG2055 in transwell system for 7 days. The 
amounts of IgA in culture supernatants were determined by ELISA. Representative 
data from three for PP cells or four for BMDC independent experiments are shown. 
Each experiment was done with triplicate cultures; data are shown as the mean ± SD. 
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 was shown by t-test.  
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Figure 3-3. Gene expression and cytokine production of BMDC stimulated by 
LG2055. BMDC was cultured with or without Lactobacillus gasseri SBT2055 
(LG2055) for 48 hours. Gene expression of APRIL ( tnfsp13), BAFF (tnfsp13b), 
RALDH2 (aldh1a2) in BMDC was determined by quantitative PCR. Amounts of 
TGF-β, IL-5, IL-6, and IL-10 in the culture supernatants were determined by ELISA. 
Representative data from three independent experiments are shown. Each 
experiment was done with triplicate cultures; data are shown as the mean ± SD. ** P 
< 0.01, *** P < 0.001 was shown by t-test.  
  
 72 
 
 
 
 
Figure 3-4. Critical factors for induction of IgA production by LG2055.  (A) B 
cells and BMDC were co-cultured with or without Lactobacillus gasseri SBT2055 
(LG2055) in the presence or absence of the TGF-β type I receptor inhibitor 
SB505124 or RAR antagonist LE135 for 7 days. (B) B cells were cultured with or 
without LG2055 or LPS (10 μg/ml) in the presence or absence of TGF -β for 7 days. 
B cells were cultured with or without LG2055 (C) or LA2062 (D), in the presence or 
absence of BAFF (500 ng/ml) for 7 days. IgA amounts in the supernatants were 
determined by ELISA. Representative data from three independent experiments are 
shown. Each experiment was done with triplica te cultures; data are shown as the 
mean ± SD. ** P < 0.01, was shown by t-test.  
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Figure 3-5. Importance of TGF-β type I signaling for the cytokine production 
from BMDC by LG2055.  BMDC was cultured in the presence or absence of  
Lactobacillus gasseri SBT2055 (LG2055) and TGF-β type I receptor inhibitor 
SB505124 for 48 hours. Amounts of TGF-β, IL-6, and IL-10 in the culture 
supernatants were determined by ELISA. Representative data from two independent 
experiments are shown. Each experiment was done wi th triplicate cultures; data are 
shown as the mean ± SD. ** P < 0.01, *** P < 0.001 was shown by t-test.  
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Figure 3-6. Significance of TLR2 in the induction of IgA production by LG2055.  
(A) B cells or both B cells and BMDC were cultured with or without  Lactobacillus 
gasseri SBT2055 (LG2055) in the presence or absence of the anti TLR2 antibody for 
7 days. (B) Pam3CSK4 (TLR1/2 ligand) or FSL-1 (TLR2/6 ligand) was added to the 
B cell and BMDC co-culture system, and cultured for 7 days. The amounts of IgA i n 
culture supernatants were determined by ELISA. Representative data from three 
independent experiments are shown. Each experiment was done with triplicate 
cultures; data are shown as the mean ± SD. **  P < 0.01 was shown by t-test.  
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総括  
 腸内細菌叢は、腸管免疫系の発達や恒常性の維持に重要な役割を果たすこと
が明らかにされている。さらに、近年、次世代シークエンサーの活用によって
腸内細菌叢の解析が進み、IBD や RA などの自己免疫疾患、肥満、糖尿病、大
腸がんなどの疾患の発症に、腸内細菌叢の細菌種の構成の異常（ dysbiosis）が
関与していることが明らかになりつつある［127］。しかし、dysbiosis がなぜ
疾患の発症につながるのかは、十分に明らかにされていない。乳酸菌は、腸内
細菌叢を改善して整腸作用を発揮するだけでなく、宿主の獲得免疫系及び自然
免疫系と相互作用することで、免疫調節作用を発揮することが明らかにされて
いる［16］。そのため、免疫調節機能をもつ乳酸菌を使用した食品を日々の食
生活に取り入れることは、免疫系疾患の発症の予防や QOL の改善につながる
と期待される。しかし、乳酸菌の免疫調節機能や免疫系疾患の緩和効果につい
ては、その多くが動物モデルでの報告であり、作用因子の同定とその制御機構
を解明がこれからの課題である。そこで、本研究では、チーズやヨーグルトな
どの乳製品に応用されている乳酸菌の免疫調節機能を明らかにし、さらにその
詳細な制御機構を解明することを目的として研究を行った。  
第１章では、LH2171 を使用して製造したチーズの摂取が免疫系にどのよう
な影響を与えるのかを検証した。その結果、チーズの摂取は、健常マウスのパ
イエル板において、Treg 細胞を誘導し、 IL-17、 IL-4 及び IL-10 の産生を抑制
することを明らかにした。腸管免疫系における Treg 細胞の誘導と IL-17 の産
生抑制は、Th17 細胞の異常疾患である IBD の症状の緩和につながると期待さ
れた。そこで、LH2171 を使用して製造したチーズを DSS 誘発大腸炎マウスに
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摂取させたところ、大腸炎の症状が緩和されることが明らかとなった。チーズ
を摂取したマウスでは、パイエル板において IL-17 及び IL-6 の産生が抑制さ
れており、これらの炎症性サイトカインの産生抑制が、大腸炎の緩和に寄与し
た可能性が示された。また、チーズの摂取により、パイエル板において TGF-β
の産生が亢進しており、TGF-β を介した腸管上皮細胞の修復機構が、大腸炎の
緩和に関与した可能性も示された。さらに、チーズの摂取は、健常マウスのパ
イエル板では Treg 細胞を増加させたが、DSS 誘発大腸炎マウスのパイエル板
では Treg 細胞を増加させなかった。このことから、DSS 誘発大腸炎発症前の
チーズの摂取により腸管免疫組織で予め増加した Treg 細胞が、大腸炎を緩和
した可能性が考えられる。しかし、チーズの摂取による DSS 誘発大腸炎の緩
和に Treg 細胞がどのように関与したのかを明らかにするには、更なる検討が
必要である。また、チーズ中の作用成分を同定することが今後の課題である。
作用成分の候補としては、乳酸菌及びその代謝産物であるアミノ酸、ペプチド
及び脂肪酸などが挙げられる。我々は、先行研究において、LH2171 が、in vitro
において、LPS で刺激したマウスの脾細胞の増殖を抑制することを明らかにし
ている［94］。そのため、チーズに含まれる LH2171 が、腸管における免疫応
答を抑制したことで、DSS 誘発大腸炎が緩和された可能性が考えられる。今
後の検討では、LH2171 をマウスに経口投与し、DSS 誘発大腸炎が緩和される
か否かを検証する必要がある。  
 第２章では、LH2171 の菌体自体に免疫調節機能があるのか否かを検証した。
我々は、LH2171 が、LPS で刺激した脾細胞の増殖を抑制することを明らかに
していた［94］。しかし、脾細胞には、T 細胞や B 細胞などのリンパ球の他に
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も、樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞が含まれており、LH2171
がどの細胞と相互作用して増殖を抑制しているのかは不明であった。そこで、
マウスの脾細胞から T 細胞及び B 細胞を分取し、LH2171 による増殖抑制作用
を検証した。その結果、LH2171 は抗原提示細胞を介さずに T 細胞及び B 細胞
の増殖を直接的に抑制することを明らかにした。さらに、LH2171 は、ヒトの
リンパ球由来の Jurkat 細胞及び BJAB 細胞の増殖を抑制し、特に BJAB 細胞に
対しては強い増殖抑制作用を示すことを明らかにした。続いて、BJAB 細胞を
用いて、LH2171 によるリンパ球の増殖抑制作用の制御機構を解析したところ、
LH2171 により、 JNK と c-Jun のリン酸化が抑制されており、 JNK シグナルが
抑制されていることを明らかにした。さらに、 JNK シグナルにより発現が制
御され、G2/M 期の細胞周期の進行に必要な CDC2 の発現が、LH2171 により
抑制されていることも明らかにした。実際に、LH2171 を作用させた BJAB 細
胞では、G2/M 期の細胞の蓄積が確認された。これらの結果から、LH2171 は、
BJAB 細胞において、JNK シグナルの抑制を介して細胞周期の進行を抑制する
ことで、細胞の増殖を抑制している可能性が示唆された。続いて、LH2171 に
よるリンパ球の増殖抑制作用が、免疫系疾患の予防及び緩和に効果があるのか
否かを明らかにするため、CIA マウスを用いて検証を行った。その結果、
LH2171 を腹腔内投与すると CIA の症状が緩和され、LH2171 による免疫調節
作用が、 in vivo においても発揮されることが明らかとなった。LH2171 による
リンパ球の増殖抑制作用が CIA の緩和に寄与したのか否かは不明であり、
LH2171 による CIAの緩和作用の制御機構を解明することが今後の課題である。
また、LH2171 を経口投与した場合にも、CIA が緩和されるのか否かを検証す
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る必要がある。  
 第３章では、プロバイオティクスとしてヨーグルトに使用されている
LG2055 の免疫調節機能として、腸管における IgA 抗体産生の誘導作用を検証
した。先行研究において、母マウスに LG2055 を経口投与すると、母乳中の IgA
抗体量が増加し、仔マウスのロタウイルス感染が抑制されることが明らかにさ
れている［73］。そのため、LG2055 は、腸管で IgA 抗体産生を誘導して宿主
の感染防御能を増強する可能性が考えられた。本研究において、我々は、
LG2055 の経口投与が、実際にマウスの腸管で IgA 抗体産生を誘導することを
明らかにした。これにより、LG2055 には、 IgA 抗体産生の誘導を介した感染
防御能の増強作用が期待できることが分かった。我々は、先行研究において、
LG2055 の経口投与が、マウスのインフルエンザウイルス感染を抑制すること
を報告している［72］。腸管免疫系を含む粘膜免疫系の特徴として、ある粘膜
組織で誘導された IgA 抗体産生細胞が、粘膜免疫循環帰巣経路（ common 
mucosal immune system; CMIS）と呼ばれる経路を介して、他の粘膜組織にもホ
ーミングすることが知られている。そのため、LG2055 が腸管だけでなく気道
の粘膜においても IgA 抗体の産生を誘導し、インフルエンザウイルス感染を
抑制した可能性が考えられる。続いて、マウスの B 細胞及び BMDC を用いた
共培養系を用いて、LG2055 による IgA 抗体産生の誘導作用の制御機構を検討
した。検討の結果、LG2055 は、BMDC において BAFF、RALDH2、TGF-β、IL-6
及び IL-10 の発現を誘導することで、IgA 抗体産生を誘導することを明らかに
した。LG2055 による IgA 抗体産生の誘導に関与するシグナルを特定するため
に、TGF-β 及びレチノイン酸受容体の阻害剤並びに TLR2 の中和抗体を用いて
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検討を行ったところ、LG2055による IgA抗体産生の誘導には、TGF-β及び TLR2
のシグナルが関与し、レチノイン酸受容体のシグナルは関与していないことが
明らかとなった。また、TGF-β のシグナルは、BMDC において BAFF、IL-6 及
び IL-10 の発現を誘導するだけでなく、TGF-β 自体の発現を誘導していること
が分かった。このことから、少なくとも本研究で用いた B 細胞及び BMDC を
用いた共培養系においては、LG2055 の作用により BMDC から産生された
TGF-β が、オートクライン及びパラクライン効果によって、BMDC 自身から
の IgA 抗体産生誘導因子の産生を誘導した可能性が示唆された。LG2055 によ
る IgA 抗体産生誘導の作用因子を同定することが今後の課題である。本研究
においては、TLR2 シグナルが LG2055 による IgA 抗体産生の誘導に関与して
いることを明らかにしている。TLR2 は、グラム陽性菌の細胞壁に含まれるペ
プチドグリカンやリポテイコ酸を認識するため、LG2055 の細胞壁成分に作用
因子が含まれている可能性がある。細胞壁に含まれるペプチドグリカンやリポ
テイコ酸などの成分の量は、乳酸菌の菌株によって大きく異なることが知られ
ている［122］。そのため、LG2055 に確認された強い IgA 抗体産生誘導作用は、
細胞壁に含まれる TLR2 リガンドの量に起因している可能性が考えられる。  
以上のように、本研究において、チーズの製造に使用されている LH2171 は、
Treg 細胞の誘導作用及びリンパ球の増殖抑制作用を有し、IBD や RA などの自
己免疫疾患を予防及び緩和する可能性があることを明らかにした。また、プロ
バイオティクスとしてヨーグルトに使用されている LG2055 は、IgA 抗体産生
誘導作用を有し、ウイルスや細菌に対する感染防御能を増強する可能性がある
ことを明らかにした。これらの免疫調節機能を有する乳酸菌を単独又は組み合
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わせて食品に応用することで、免疫調節機能を有する機能性食品を開発できる
可能性がある。これらの機能性食品を日々の食生活に取り入れることは、免疫
系疾患の発症の予防や QOL の改善につながると期待される。  
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